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RESUMO

GONZALEZ, Arias Camilo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2014. Variagdo
geografica e dimorfismo sexual de Philander frenatus (Olfers, 1818), (Mammalia,
Didelphimorphia: Didelphidae) através de morfometria geométrica craniana. Orientador:
Pedro Romano. Coorientadora: Gisele Lessa.

Este estudo analisa a variagdo morfoldgica do cranio de Philander frenatus, em relagdo ao
dimorfismo sexual no tamanho e forma do cranio, e em relagdo a variacdo geografica de
populac¢des brasileiras, em especial aquelas provenientes da Mata Atlantica Brasileira. Através
de técnicas de morfometria geométrica utilizando marcos anatémicos bidimensionais do
cranio e superimposicdo de Procrustes, foram avaliados 290 individuos adultos, sendo 169
machos e 120 fémeas. Fotografias padronizadas do cranio foram tomadas tomadas nas vistas
dorsal, ventral e lateral, nas quais foram digitados 33, 34 e 29 marcos anatomicos
respectivamente. O Dimorfismo sexual no tamanho foi avaliado utilizando o tamanho do
centroide como medida. Os valores das trés vistas do cranio foram comparados através de
teste-t, todas indicando que os machos apresentam em média cranios maiores que as fémeas.
Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise Discriminante (DA) foram utilizados para
avaliar o dimorfismo sexual na forma na populagdo com maior nimero de individuos da
mesma localidade e na amostra total. Ambas as andlises indicaram resultados similares no
nivel intrapopulacional e intraespecifico. Embora a forma do cranio de machos e fémeas tenha
apresentado uma ampla sobreposicdo nas analises das trés vistas, foram encontradas
divergéncias na variacdo da forma do cranio em cada sexo. De forma geral, os machos
apresentaram um cranio com rosto mais curto, arco zigomatico mais alto com processo frontal
do jugal mais proeminente, crista sagital e processo pds-orbital mais desenvolvidos, e caixa
craniana levemente mais estreita. Para as analises de variagdo geogréfica duas analises foram
feitas. Uma agrupando os individuos em quatro blocos geograficos (Macrolocalidadesl) A:
Corredor central da Mata Atlantica; B: Corredor cerrado-Zona da mata; C Corredor da serra do
mar; D: Interior de SP, sul de GO e PR e outra em 8 blocos geograficos, (macrolocalidades2)
subdividindo os blocos A (A1, A2), B (B1, B3), e C (C1, C2, C3). A variacdo na forma do crénio
foi avaliada por separado em machos e fémeas através de PCA nas trés vistas, e Analises de
Variaveis Candnicas (CVA) nas trés vistas do cranio dos machos e na vista lateral do crénio das
fémeas. Em machos e em fémeas o PCA ndo indicou nenhum padrdo geografico da variacao
morfoldgica do cranio nas trés vistas avaliadas, nem na matriz das trés vistas do cranio juntas.

A CVA da vista ventral do cranio foi pouco informativa enquanto as vistas dorsal e lateral



evidenciaram padrdes similares de separagao e sobreposicdo dos blocos geograficos nos eixos
de CV. Os dois agrupamentos por blocos biogeograficos indicaram resultados similares, e
revelaram um padrdo geografico da variagdo morfoldgica do cranio. Foi observada uma
sobreposicdo entre os blocos geograficos do Corredor da Serra do Mar (bloco C), Cerrado-Zona
da Mata (bloco B) e o Corredor Central da Mata Atlantica (bloco A). O bloco do interior de SP,
PR, e sul de GO (bloco D) apresentou uma sobreposi¢do parcial com o bloco C, mas evidenciou
variagGes morfoldgicas que o afastam da forma de referéncia e o discriminaram do bloco. A
CVA da vista dorsal indicou que as principais variagdes da forma media do crdnio dos individuos
do bloco D, com respeito da forma de referéncia, foram associadas a uma constri¢do
anteroposterior do pré-maxilar, expansdo anterior do maxilar, uma leve expansdo do arco
zigomatico, e um deslocamento posterior dos parietais, além de haver uma compressdo do
pré-maxilar e maxilar indicando um rosto levemente mais curto. As divergéncias na variacao
morfoldgica apresentada por exemplares do interior de SP, PR e sul de GO podem ser devido
a um certo grau de isolamento das populag¢des, afastadas das populagdes dos corredores de
florestas da Serra do Mar, Zona da mata e do Corredor Central da Mata Atlantica, assim como

a diferentes pressdes ambientais devido a heterogeneidade ambiental presente no bioma.



ABSTRACT

GONZALEZ, Arias Camilo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2014. Geographic
variation and sexual dimorphism in Philander frenatus, Olfers, 1818, (Mammalia,
Didelphimorphia: Didelphidae) by cranial geometric morphometrics. Adviser: Pedro Romano.
Coadviser: Gisele Lessa.

This study analyzes the morphological variation in the skull in Philander frenatus with regard
to sexual size and sexual shape dimorphism of the skull, and to the geographic variation of
Brazilian Atlantic Forest populations. A total of 290 adult individuals, consisting of 169 males
and 120 females, were analyzed by geometric morphometric techniques using two-
dimensional skull anatomical landmarks and Procrustes superimposition. Standardized
photographs of the skull were taken in dorsal, ventral and lateral view, where 33, 34 and 29
anatomical landmarks were respectively digitized. Sexual size dimorphism was assessed by
using centroid size as measurement. The values from the three views of the skull were
compared by the t-test and all showed males as having larger skulls than females on average.
Principal Component Analysis (PCA) and Discriminant Analysis (DA) were used to evaluate
sexual shape dimorphism in the population with the largest number of individuals from the
same locality and in the entire sample. Both analyses indicated similar results when assessed
intrapopulationally and intraspecifically. Although the skull shape in males and females
showed a great overlap in analyses of the three views, different variation trends were found
for each sex. In general, male skulls had a shorter rostrum, higher zygomatic arch with a more
prominent frontal process of the jugal bone, more developed sagittal crest and postorbital
process, and a slightly narrower braincase. Two analyses were carried out for geographic
variation. In one analysis individuals were grouped into four geographic clusters
(Macrolocalities1): A - Atlantic Forest Central Corridor; B - Cerrado-Zona da Mata Corridor; C
- Serra do Mar Corridor; and D - Cities of Sdo Paulo (SP) State, and south of Goias (GO) State
and Parana (PR) State. In the other analysis, they were grouped into eight subdivided
geographic clusters (Macrolocalities2): A (A1, A2), B (B1, B2) and C (C1, C2, C3). Skull shape
variation was evaluated separately for males and females by PCA in the three views and by
Canonical Variate Analyses (CVA) in the three views for males, and in lateral view for females.
No geographic morphological variation pattern was revealed in the three views evaluated or
in the matrix of the three views pooled together in males or females using PCA. The CVA of
ventral view was uninformative, but dorsal and lateral views showed similar trends of

separation and overlap between geographical clusters in the CV axes. Both clustering types



indicated similar results and revealed a geographic pattern of skull morphological variation.
An overlap was observed among geographical clusters of Serra do Mar Corridor (cluster C),
Cerrado-Zona da Mata Corridor (cluster B) and Atlantic Forest Central Corridor (cluster A).
The Cluster including the cities of SP, PR and south of GO (cluster D) showed a partial
overlapping with cluster C, but demonstrated morphological variations that characterized it
as far from the reference shape and discriminated it from cluster A. The CVA of the dorsal
view indicated that main variations in the average skull shape of individuals from cluster D,
as compared with the reference shape, were associated with premaxillary anteroposterior
constriction, maxillary anterior expansion, slightly expanded zygomatic arch, and a posterior
displacement of the parietal bones. The lateral-view analysis indicated that variations in the
average skull shape from cluster D, constant in males and females, as compared with the
average shape of the sample, were maxillary and pre-maxillary compression, indicating a
slightly shorter rostrum. The divergence in morphological variation displayed by samples
from the cities of SP, PR and south of GO might be due to some degree of isolation of
populations, with them being far from the populations of the Serra do Mar, Cerrado-Zona da
Mata and Atlantic Forest Central Corridors as well as different environmental pressures to

the environmental heterogeneity of the biome.



INTRODUCAO

1.1 - Variagdao morfolégica e morfometria

A comparac¢do das caracteristicas anatémicas e morfolédgicas dos organismos tem sido um elemento
central na biologia durante séculos, com as primeiras tentativas de caracterizar geometricamente as
diferencas entre formas bioldgicas feitas por Albrecht Durer (Vier Bucher von Menschlicher Proportion,
1524), quem fez pela primeira vez uma caracterizagdo geométrica da forma humana sobre uma grade
sobreposta, inclusive antes da nogdo sobre as coordenadas retangulares propostas por Reneé
Descartes (Monteiro & Reis, 1999). Grandes pensadores na histéria humana tem estudado as formas
bioldgicas, como Galileu (1638) ilustrando as diferengas na forma de ossos de animais grandes e
pequenos, e ao longo do tempo, grandes naturalistas como Darwin tem fundamentado suas teorias
com base em observagdes nas diferencas das formas bioldgicas, tanto assim que a classificacdo
taxondmica e o entendimento da diversidade bioldgica, foram baseadas inicialmente em descri¢cOes
morfoldgicas (Dryden & Mardia, 1998; Adams, et al., 2004). No inicio do século 20th, a biologia passou
de ser um campo descritivo, a ser uma ciéncia quantitativa, como preconizado por D"Arcy Thompson
(1917), e as analises morfoldgicas entraram em uma “revolucdo quantitativa” (Bookstein, 1998). A
morfometria em uma de suas definicbes mais cldssicas designa qualquer andlise quantitativa da
variagdo morfoldgica dos organismos, estudando a variagdo da forma e sua covariagdo com outros
fatores e varidveis bidticas ou abidticas (Bookstein, 1991; Dryden & Mardia, 1998; Webster & Sheets,
2010). Essa quantificacdo apresenta um maior rigor necessario na descricdo e comparagao entre
morfologias. Para que sistemas orgdnicos mantenham sua equivaléncia funcional ao longo do
crescimento, estes devem sofrer modificagcdes nas proporcdes entre diferentes partes do sistema, e
em muitos casos também na constituicdo do material em questdo (p.ex.: modificando a densidade). A
estas alteracdes nas proporgdes do tamanho e forma de um organismo denomina-se alometria (Peres-
Neto et al., 1995), e a integracdo de diversas respostas alométricas durante o crescimento de um
individuo, determinam a forma de um organismo (Peres-Neto & Bizerril, 1994, apud Peres-Neto et al.,
1995). A aplicagdo das técnicas morfométricas beneficia assim, qualquer campo da pesquisa que
depende da morfologia comparativa: areas como a biologia evolutiva, sistematica, bioestratigrafia,
biologia do desenvolvimento, ontogenia, modularidade, estudos de heterocronia, e de processos e

padrdes macro e microevolutivos (Webster & Sheets, 2010).

Estudos em diferentes organismos demonstram que a microevolugdo, o processo de pequenas

mudangas evolutivas dentro de populagdes de uma determinada espécie (Avise 2000) é um fen6meno



frequente na natureza, particularmente quando as populacdes sdo expostas a condi¢des diferentes
(Pamilo, 1998). Em geral, as diferentes pressdes de selecdo levam a mudancas adaptativas, muitas
destas com uma base genética. No entanto, a microevolugdo adaptativa pode ser também influenciada
pela plasticidade fenotipica (Losos et al., 2001; Trussell & Etter, 2001). A descri¢do de padrdes de
variagdo em caracteres genéticos ou morfoldgicos dentro e entre populagdes, é uma ferramenta Util
para determinar limites de unidades evolutivas independentes na natureza. Um passo fundamental
no reconhecimento de essas unidades é a identificagdo de populagbes que compartilham
caracteristicas morfoldgicas e continuidade no espago geografico (Reis et al.,, 2002). Em relagdo as
caracteristicas morfoldgicas, as variagdes intra-especificas sdo o resultado da diversidade genética,
selecdo natural, isolamento reprodutivo, isolamento geografico, heterogeneidade ambiental, entre

outros fatores (Trussel & Etter, 2001).

As aproximacgGes descritivas da variacdo morfolégica podem ser acessadas através de métodos de
analises de morfometria tradicional e/ou morfometria geométrica (Rohlf & Marcus 1993; Reis et al.,
2002; Fruciano et al., 2011). A morfometria tradicional pode ser entendida como o estudo da variagdo
e covariacdo de medidas de distancia, entre pares de pontos anatomicamente homélogos, ou entre
pontos de tangéncia ou extremos de estruturas (longitudes, larguras, angulos, radios). Ou seja, é o
estudo de como e quanto estas medidas variam, e de como e quanto estdo relacionadas entre si (AstUa
2003). O problema destes métodos tradicionais usando distancias lineares é que, geralmente, ndo
capturam muita informacdo sobre a forma do organismo como um todo, apesar de descreverem o
padrdo de covariacdo das medidas, inclusive podendo identificar regides com maior ou menor grau de
covariacdo. Apesar de esses métodos evidenciarem que existem diferengas por vezes significativas,
ndo é possivel uma representacdo grafica da localizagdo destas diferencas que sdo deduzidas das
analises das matrizes geradas pelos métodos multivariados (Astia 2003). Outro problema é que a
utilizacdo de medidas lineares originais ndo remove o componente de tamanho por separado e,
portanto, a variancia representada pelo tamanho pode mascarar variancias devidas a morfologia em

Si.

Uma metodologia alternativa ao uso de medidas lineares, conhecida como “Morfometria Geométrica”
surgiu durante os anos 1980, permitindo a analise e a quantificacdo da variacdo entre formas e a clara
visualizagdo gréfica das diferencas. Neste contexto, a forma é definida como a configuragdo de pontos
que sdo invariantes a translagdo, rotagdo e escalamento (Bookstein, 1989a, 1989b, 1991). No inicio da
década dos 90’s uma “revolu¢do” na morfometria foi proclamada por Rohlf & Marcus (1993) na

publicagdo titulada “A revolution in morfometrics”. Esta nova metodologia, integrando fundamentos



de biologia, geometria e estatistica, abrange uma série de técnicas que visam descrever e representar
graficamente a geometria das formas estudadas (Bookstein, 1991; Rohlf & Marcus 1993; Adams 2004;
Zelditch et al., 2004). Esta descrigdo pode ser feita através do estabelecimento de pontos ou marcos
anatémicos de referéncia em estruturas homodlogas, ou ainda através da analise do contorno de
estruturas. Nas analises baseadas em marcos anatémicos, as coordenadas destes pontos, sejam em
duas ou trés dimensdes (2D ou 3D), sdo as varidveis que capturam a informagdo sobre a geometria das
estruturas estudadas e incluem informacgGes sobre suas posi¢des relativas, permitindo a reconstrugdo
da forma apés as diversas analises uni- e multivariadas (Rohlf &Marcus 1993; Asttia 2003; Adams et

al., 2004).

A morfometria geométrica apresenta outra inovagdo nas analises, tratando por separado tamanho e
forma, através das propriedades do tamanho do centroide (Bookstein 1991) como uma medida do
tamanho independente da forma (Monteiro & dos Reis 1999). As bases metodoldgicas e os
fundamentos matematicos e estatisticos da morfometria geométrica tem sido amplamente estudados
e encontram-se descritos em detalhe na literatura (p.ex.: Bookstein 1991, 1996; Rohlf & Slice 1990;
Rohlf & Marcus 1993; Adams et al.2004;; Zelditch et al. 2004), com guias e protocolos metodoldgicos
praticos para desenvolver estudos utilizando programas disponiveis na internet (p.ex.: Rohlf 1998;
Zelditch et al. 2004; Webster & Sheets 2010; Viscosi & Cardini 2011; Klingenberg 2013), alguns dos
quais foram desenvolvidos especificamente para analises de morfometria geométrica levando em
consideracgdo a simetria bilateral das estruturas quando presente (Klingenberg 2011, 2013) e permitem
a aplicacdo das técnicas a uma ampla variedade de organismos e estruturas bioldgicas (Viscosi &

Cardini 2011; Klingenberg et al., 2001; Astua et al., 2000; Zelditch et al., 2004).



1.2 - O cranio e a variagdo morfolégica

Na sistematica zooldgica, a informagdo mais utilizada para o reconhecimento de padrdes de variagao
morfoldgica entre idades, sexos, espécies, populagdes, e até diferentes niveis taxondmicos e diferentes
clados, tem sido gerada a partir de analises de variacdo na forma e tamanho do cranio (Sanger et al.,
2013; Reis et al 2002 a, b; Bornholdt et al., 2006; Cardini et al., 2005; Astua 2010), uma importante
estrutura que compreende o aparato tréfico, cérebro e érgdos dos sentidos (Herring 1993; Voss et al.,
1990). O cranio tem sido particularmente atil em estudos de variacdo morfoldgica por possuir
complexos padrdes de crescimento e vdrias fungbes integradas exercidas pelos diferentes érgaos
(Moore, 1981). Varias dessas fungGes como olfato, visdo, respiragdo, mastigacdo e degluticdo, podem
ser distintas até certo grau, mas sdo desenvolvidas por uma série de drgdos interconectados,
precisando da integragdo de estruturas de outra forma dissociadas (Cheverud, 1995; Porto et al., 2009;
Shirai & Marroig, 2010). No livro “A origem das espécies”, Darwin reconheceu que as interagdes entre
diferentes estruturas ao longo da ontogenia poderiam influenciar a variagdo dentro e entre caracteres
morfoldgicos, e que isto poderia ter implicagdes na evolucdo de organismos multicelulares complexos,
mas foi muitos anos depois que os organismos vivos deixaram de ser considerados como um conjunto
de caracteres discretos, e passaram a ser entendidos como sistemas complexos, com diferentes
caracteres interagindo por vias genéticas e ontogenéticas compartilhadas (Olson & Miller 1958;

Steppan et al., 2002; Porto 2009).

Com base nas rela¢des de desenvolvimento e/ou fungdes comuns, sdo reconhecidas duas regides
principais do cranio: o neuro cranio e a face (Cheverud, 1995, Marroig & Cheverud 2001, Marroig et
al., 2009, Porto et al., 2009, Shirai & Marroig 2010). Este padrdo de integracdo morfoldgica é observado
em diferentes grupos de mamiferos apresentando diferentes magnitudes de integragdo (Cheverud,
1995, Marroig et al., 2009, Porto et al., 2009, Shirai & Marroig, 2010,). O neuro cranio é formado por
células do mesodermo paraxial (Moore 1981) e é dividido na abdboda craniana ou caixa craniana, que
responde pelo crescimento do cérebro; a base craniana, que responde tanto pelo crescimento do
cérebro e fatores somaticos de acdo tardia (células da crista neural, ver Cheverud, 1995); e pela orbita,
gue responde pelo crescimento dos olhos. J4 a face, originada a partir de células da crista neural
(Moore 1981), é dividida na regido oral, correspondendo ao crescimento dos dentes e a cavidade oral,
regido nasal correspondendo ao crescimento da cartilagem do septo nasal, e regido do zigomatico,

respondendo a fixacdo e atividade dos musculos da mastigacdo (Cheverud, 1995).



1.3 - Os Marsupiais do novo mundo

Os mamiferos Eutérios sdo diferenciados dos Metatérios principalmente em base a anatomia e biologia
reprodutiva e a presenga do trophoblasto durante o desenvolvimento (uma capa extraembrionaria
que recobre a massa interna de células embrionarias (Novacek, 1986 apud. Rose 2006). No entanto,
essa caracterizacdo ndo pode ser aplicada no registro fdéssil. Consequentemente, morfologistas e
paleontdlogos tem determinado varias caracteristicas de tecidos duros (dentes e ossos) confidveis no

reconhecimento de cada grupo (Rose, 2006).

Nos mamiferos, o desenvolvimento diferencial das sub-regides do cranio durante a ontogenia e as
necessidades que os diferentes mecanismos reprodutivos implicam, tem demonstrado ser um dos
fatores que influenciou a evolu¢do de mamiferos placentarios e metatérios (Sears 2004 apud Bennett
& Goswami 2013). O registro féssil e as estimativas moleculares concordam em que as linhagens que
levaram aos mamiferos placentarios e marsupiais, divergiram ha mais de 160 milhdes de anos, no
Jurassico tardio (Luo et al,, 2011; Dos Reis et al., 2012). Os marsupiais recentes e os placentarios
diferem amplamente em diversidade taxondmica e distribui¢cdo geografica. Enquanto os placentarios
apresentam mais de 5.000 espécies e se encontram globalmente distribuidos, os marsupiais atuais sdo
muito menos diversos, com 331 espécies, e distribuidos apenas em Australasia, América do Sul,
América Central, e uma espécie na América do Norte (Wilson & Reeder, 2005), a pesar de que o registro
fossil dos marsupiais indica que este clado ja apresentou distribuicdo global em épocas passadas (Luo
et al., 2003; Ladevéze et al., 2012). A presenca de marsupiais na Australia aparentemente representa
a dispersdo desde a América do Sul, por meio da Antdartica, no inicio da Era Cenozoica, assim, o
isolamento subsequente da Austrdlia a América do Sul pode ter permitido a diversificagdo dos

marsupiais sobre tal continente (Pough et al., 2008).

Por muito tempo tem sido debatido se as precoces demandas funcionais tem limitado a evolugdo de
novas morfologias nos fenétipos dos marsupiais (Lillegraven 1974; Kirsch 1977; Maier W. 1993;
Bennet & Goswami, 2013), fazendo énfase na marcada diferenca em diversidade, e na auséncia de

espécies de marsupiais voadoras ou totalmente aqudticas.

As trés infra-ordenes de mamiferos vivos (Monotremata, Eutheria e Metatheria) sdo claramente
caracterizados pela distingdo nos seus modos reprodutivos e de desenvolvimento. Nos metatérios,
filhotes nascem em um estado muito altricial e tem que completar o seu desenvolvimento ligado as
tetas (Tyndale-Biscoe & Renfree, 1986). Os filhotes, nascidos apds uma gesta¢do de cerca de 13-35
dias, tem que alcancar as tetas por si mesmos. Para isto, eles nascem com os membros anteriores

desenvolvidos precocemente, com digitos e garras, capazes de agarrar e puxar o corpo, enquanto os



membros posteriores sdo botdes simples ou almofadas (Tyndale-Biscoe & Renfree, 1986; Martin &
Mackay, 2003). A natureza dessa “viagem” obrigatdria até as tetas da mae, varia entre os clados de
marsupiais, dependendo da localizagdo das tetas, posicdo da abertura da bolsa ou marsupio, e até
mesmo a auséncia da bolsa (Wilson & Reeder, 2005). A demanda mecéanica ndo acaba com a chegada
na teta, ja que o neonato deve satisfazer a necessidade de sugar para sobreviver. Para essa fungdo, na
hora do nascimento o cranio dos marsupiais deve estar ossificado na regido oral (porgdo anterior da
mandibula, pré-maxila, maxila, palatinos e pterigoides) para se alimentar, e na regido exoccipital para
o movimento da cabeca relativo a espinha dorsal, enquanto os restantes 0ssos cranianos se ossificam
depois do nascimento (Clark & Smith, 1993). Em contraste, os neonatos mais altriciais dos mamiferos
placentdrios ja nascem com todos ou quase todos os ossos do cranio ossificados ou parcialmente
ossificados antes de exercer a sucg¢do (Benett & Goswami, 2013). Bennet & Goswami (2013) utilizando
técnicas de morfometria geométrica encontraram evidencias estatisticas de que a temprana
ossificacdo da regido oral e a sub-regido do viscerocranium em marsupiais restringe a evolugdo das
morfologias do cranio. Os estudos de Sears (2004), Cooper & Steppan (2010) Kelly & Sears (2011)
encontraram evidencias das restricdes na morfologia da cintura escapular dos marsupiais, produzida
pelos requerimentos funcionais precoces, sendo esse rastejamento precoce um fator limitante das

morfologias das extremidades anteriores em marsupiais.

O mais recente trabalho compilando e acrescentando informacgdo sobre evolugdo, classificacdo, e
relacdes filogenéticas dos marsupiais do Novo mundo, de Voss & Jansa, 2009, indica que o registro
mais antigo de mamiferos metatérios conhecido, foi encontrado em sedimentos do Cretaceo do leste
da Asia e oeste da América do Norte, com outros registros de metatérios presentes nos registros do
Terciario na Europa e Africa, a pesar de que esse grupo, provavelmente evoluiu na América do sul e
subsequentemente dispersou-se através da Antdrtica na Australia e Nova Guiné (Muizon et al., 1997,

Springer et al., 1997; Rougier et al., 1998 apud Voss & Janssa, 2011)

Os marsupiais do Novo Mundo sdo atualmente classificados em trés ordens. Paucituberculata inclui
apenas trés géneros e seis espécies de pequeno porte, com pesos de 25 — 50 g em uma Unica familia
(Caenolestidae). Microbiotheria apresenta uma familia monotipica com uma Unica espécie de pequeno
porte, Dromiciops gliroides. Por ultimo, a ordem Didelphimorphia, constitui a linhagem mais basal do
grupo (Amrine-Madsen et al., 2003;) e é conformada por uma unica familia, Didelphidae que se
encontra atualmente conformada por 19 géneros e >90 espécies (Voss & Janssa, 2011). A familia
Didelphidae apresenta o maior registro féssil das familias de mamiferos viventes (aproximadamente
75 milhdes de anos), e inclui espécies com forma do cranio muito similar a representantes extintos do
Cretaceo, sendo sustentada fortemente pela retencdo de caracteres primitivos. Por tal motivo a forma

geral do cranio das espécies viventes tem sido considerada como morfologicamente conservativa (Reig



et al., 1987). A formula dentaria dos didelfideos viventes e extintos conhecidos, composta por 50
dentes, tem persistido sem modifica¢des significativas desde o Cretaceo (Hershkovitz 1997). A maioria
dos autores reconhecem a formula dentaria 11-5, C1, P1-3, e M1-4 na denti¢do superior e 11-4, c1, p1-
3, e m1-4 na dentigdo inferior, e como em outros metatérios, somente o terceiro pré-molar superior e
inferior apresentam precursores deciduos (Flower, 1867 apud Voss & Jansa 2009; Luckett, 1993; Luo

et al., 2004).

De acordo com Voss & Jansa (2009), membros desta familia sdo agrupados nas subfamilias Glironiinae
Voss & Jansa, 2009, Caluromyinae Reig et al., 1987, Hyladelphinae Voss & Jansa, 2009 e Didelphinae
Gray, 1821. As analises desses autores indicam que a maioria dos géneros de didelfideos sdo grupos
monofiléticos com fortes suportes morfolégicos e moleculares, e sugerem que os géneros mais
problematicos enquanto ao monofiletismo molecular, sdo Didelphis Linnaeus, 1758, Philander Brisson
1762, Gracilinanus, Gardner & Creighton, 1989e Caluromys J.A. Allen, 1900. Varios padrées de rela¢des
intergenéricas sdo consistentes, geralmente com forte suporte morfolégico, molecular e citogenético,
como por exemplo no caso do clado (Chironectes llliger, 1811 (Lutreolina Thomas, 1910 (Didelphis +
Philander))) e um grupo comformado por Thylamys Gray, 1843, Gracilinanus, e Cryptonanus Voss et

al., 2005 (ver Voss & Jansa 2009 para mais informacgao).

Didelfideos apresentam uma ampla gama do uso do habitat e modos de locomogdo, com formas
exclusivamente terrestres (Monodelphis Burnett, 1830; Metachirus Burmeister, 1854), arboricolas
(Caluromys ). A. Allen, 1900, Micoureus Lesson, 1842) e ate semi-aqudticas, como o marsupial
Chironectes minimus Zimmermann, 1780 (Vieira, 20053, b). Esta variedade de habitos de locomogado,
juntamente com uma ampla gama de tamanhos do corpo, variando de 10 g e 68mm de cabecga-corpo
no holétipo da menor espécie conhecida até hoje, Chacodelphys formosa (Voss et al., 2004 apud Voss
& Jansa, 2009) a mais de 3000 g e 500mm de cabeca-corpo na espécie de maior tamanho Didelphis
virginiana (Hamilton, 1985, apud Voss & Jansa 2009), Ihes permite ocupar todos os estratos disponiveis

em habitats abertos e florestais (Astia, 2009).

A pesar das semelhancas na forma geral do cranio, analises de morfometria geométrica de Astua et al
(2000), comparando os géneros de maior tamanho de didelfideos, permitiram observar as diferencias
morfoldgicas cranianas entre espécies de diferentes géneros, sendo associadas a diferentes habitos
ecolégicos, como o habito arboricola de Caluromys philander, ou os habitos alimenticios como no caso
da altamente carnivora Lutrolina crassicaudata. Por outro lado, espécies como Didelphis auritae
Philanderfrenatus demonstraram similitudes na forma do cranio, associadas as afinidades filogenéticas
como géneros irmaos, apresentando poucas diferencas, provavelmente devidas as diferencas em

tamanho (Astla et al., 2000). Sebastiao & Marroig (2013) combinando ferramentas de morfometria



tradicional e geométrica, estudaram as trajetdrias ontogenéticas do cranio de Didelphis virginiana e
Philander opossum encontrando uma alta similitude nas orientagdes das trajetdrias, indicando que as
principais diferencias entre os géneros em espécimes adultos sdo mudangas isométricas no tamanho,
com uma minima porg¢do das diferencas devida exclusivamente a variagdo na forma. A pesar da
presencia de dimorfismo sexual nestes dois géneros (Astua et al., 2000; Astua, 2010), os resultados

dos autores para machos e fémeas foram similares (Sebastiao & Marroig, 2013).

1.4 - Dimorfismo sexual em Didelphidae

Machos e fémeas de muitas espécies diferem em morfologia, fisiologia e comportamento, e os padrdes
de dimorfismo sexual variam entre espécies e divergem tanto em padrdes como magnitudes (Sanger
et al., 2013). Considerando caracteres morfométricos, o dimorfismo sexual pode acontecer tanto no
tamanho ou na forma, sendo que o dimorfismo sexual na forma e tamanho geralmente apresentam
diferencas significativas em nivel ecolégico e de desenvolvimento e sdo consideradas separadamente
em analises comparativas. Essa variabilidade no dimorfismo sexual é o resultado de modifica¢des
evolutivas de diferengas sexuais no desenvolvimento (Sanger et al., 2013). O dimorfismo sexual em
caracteres qualitativos e quantitativos em Didelphidae tem sido registrado para varias espécies
(Bergallo & Cerqueira 1994; Maunz & German 1996; Oliveira et al. 1992; Pine et al. 1985; Astta 2010).
Estudos morfométricos de dimorfismo sexual incluindo analises quantitativos tem sido realizados em
niveis intragenericos (Cerqueira & Lemos, 2000; Lemos & Cerqueira 2002; Ventura et al., 1998),
intraespecificos (Lopez-Fuster et al. 2000, 2002; Pine et al. 1985; Steiner & Catzeflis 2003),
intergenéricos comparando uma espécie representando cada género (Astla et al., 2000), e até
abrangendo a maioria das espécies das trés ordens de marsupiais vivos do Novo Mundo (Astua 2010).
Em diferentes espécies de didelfideos, os diferentes sistemas de acasalamento, niveis de
territorialismo, estratégias reprodutivas e a sele¢do sexual, parecem influenciar a ocorréncia e
magnitude do dimorfismo sexual no tamanho e forma do cranio (Astua, 2010). O estudo de Astua
(2010) demonstrou, através de morfometria geométrica, que 50-60% das espécies em Didelphidae
apresentam dimorfismo sexual significativo no tamanho e forma craniana, e que este dimorfismo nao
é homogéneo nem constante dentro dos géneros, sendo que o dimorfismo no tamanho ndo implica

necessariamente o dimorfismo sexual na forma.



1.5 - O género Philander, Brisson, 1762

Ordem Didelphimorphia, Gill, 1872;
Familia Didelphidae Gray, 1821;
Subfamilia Didelphinae Gray, 1821;
Tribo Didelphini Gray, 1821

Género Philander Brisson, 1762

O nome genérico é derivado de phil—philos (Gr), amante, e andr—aner, andros (Gr), homem (Palmer,
1904), com Philander significando amante do homem (Braun & Mares, 1995). O género inclui espécies
comumente conhecidas como cuicas de quatro olhos (em inglés “four-eyed opossum”), devido a
presenca de uma mancha branca sobre cada olho. Hershkovitz (1997) relata que a cuica cinza de quatro
olhos dorme enrolada sobre se mesma em forma de bolinha, e a pesar de que os olhos ndo sdo visiveis,
as manchas supraoculares ddo a aparéncia de um animal com olhos abertos (Hershkovitz 1997).

Durante décadas o status nominal do género foi discutido por varios autores (Hershkovitz, 1976, 1981,
1997; Husson 1978; Pine 1973; Gardner 1981). Simpson (1972) e Pine (1973) sugiriram que Philander
devia ser tratado como subgénero de Didelphis, mas Reig et al., (1987) demonstraram que o grupo é

claramente diferenciado por um conjunto de diversos caracteres anatémicos (Flores et al., 2007).

As relagdes de Philander os géneros de Didelphidae parecem estar bem resolvidas, sendo que os
géneros mais emparentados sdo Didelphis, Lutreolina e Chironectes (Voss & Jansa 2009). O
monofiletismo de Philander, encontra-se moderadamente bem definido por caracteres nao
moleculares (p.ex.: morfologia e caridtipo) e fortemente suportado por andlises de genes
concatenados e conjuntos de dados combinados (Voss & Jansa, 2009). Com base em sequencias de
genes do cytocromo-b mtDNA e hibridizagdo DNA-DNA, o género Didelphis é considerado o grupo

irm3o de Philander (Castro-Arellano et al., 2000).

Este género encontra-se amplamente distribuido no Neotrdpico, sendo registrado desde Tamaulipas,
México, ao longo da maior parte de America central (Hall, 1981 apud Voss & Jansa, 2009) e na América
do sul tropical (Patton & Da Silva, 2008) até a porgdo norte de Argentina nas regides do Chaco, Formosa
e Misiones (Hershkovitz 1997; Flores et al., 2007; Chemisqui & Flores 2012). Encontra-se restrito a
florestas de baixada e florestas Umidas de montanhas até altitudes de 1600m (Reid, 1997). As
localidades de coleta mapeadas por Anderson (1997), Linares (1998) e Brown (2004) sugerem que as
espécies de Philander estdo ausentes de areas dridas, semi dridas, ou de paisagens desmatadas (p.ex.

Chaco, Cerrado, Caatinga, e Llanos), ocorrendo somente em algumas florestas de galeria. Até hoje, as
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espécies incluidas dentro do género e suas distribui¢des sdo discutidas, e varios aspectos taxonédmicos

e limites geograficos das distribuicdes permanecem incertas (Patton & da Silva, 1997; Lew et al. 2006).

O género Philander era considerado tradicionalmente como monotipico com uma Unica espécie
amplamente distribuida, P. opossum Linnaeus, 1758, contendo sete subespécies: P. opossum
andersoni (Osgood), P. o. azaricus (Krumbiegel), P. 0. canus (Osgood), P. o. grisescens (Krumbiegel), P.
0. melanurus (Thomas), P. 0. opossum (Linnaeus), e P. o. quica (Temminck); Cabrera, 1958 apud Voss
& Jansa, 2009), até a descrigdo de P. mcilhennyi Gardner & Patton 1972 baseada em caracteres

morfoldgicos do cranio, dentes e pelagem (Gardner & Patton, 1972).

Os arranjos taxonémicos de Emmons & Feer (1990), Gardner (1993) e Hershkovitz (1997) elevaram P.
opossum andersoni ao nivel de espécie e colocaram P. mcilhennyi como seu sindnimo junior.
Posteriores estudos filogenéticos e filogeograficos derivaram em profundas modificagbes na
sistematica e taxonomia do grupo (e.g. Patton & da Silva 1997; Patton et al.2000; Patton & Costa 2003).
Estes estudos elevaram ao status de espécie a Philander frenatus (Olfers) (= P. o. quica), e
consideraram P. andersoni e P. mcilhennyi como espécies plenas validas. Novas espécies de Philander
tem sido recentemente descritas basando-se na morfologia de espécimes depositados em cole¢des
cientificas que acreditava-sem subespécies de P. opossum (Lew et al. 2006; Flores et al., 2008).

Apesar dos recentes estudos taxondmicos publicados sobre Philander (e.g. Hershkovitz 1997; Patton
et al., 2000; Patton & Costa 2003; Costa & Patton 2006; Lew et al. 2006; Nunes et al. 2006; Flores et
al. 2008 apud Chemisqui & flores 2012), diferentes autores concordam em que o género ainda precisa
de uma revisdo sistematica completa. Finalmente, o mais recente trabalho de classificacdo e relagdes
filogenéticas dos marsupiais do Novo mundo de Voss & Jansa (2009), considera 7 espécies no género
Philander, sendo estas P. andersoni Osgood, 1913, P. deltae Lew et al. 2006, P. frenatus, Olfers, 1818,
P. mcilhenyi Gardner & Patton, 1972, P. mondolfii Lew et al., 2006., e P. opossum Linnaeus, 1758, das
quais Patton & da silva (2007) consideram somente a ultima, como composta de 5 sub-espécies, sendo
estas P. o. canus Osgood, 1913, P. o. fuscogriseus J. A. Allen, 1900, P. 0. melanurus O. Thomas, 1899,
P.o. pallidus J. A. Allen, 1900. De acordo com isto, o presente trabalho segue a classificagdo taxonédmica

e as relagdes fiolgenéticas propostas por Voss & Jansa (2009).
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1.6 - A espécie Philander frenatus (Olfers, 1818)

Apds uma série de estudos moleculares no género Philander, houve uma tendéncia para elevar varias
formas anteriormente tratadas como subespécies de Philander opossum ao nivel de espécie (Patton &
da Silva, 1997; Lew et al., 2006; Flores et al., 2007). Patton & da Silva (1997) colocaram pela primeira
vez Philander frenatus Olfers, 1818 (= P. frenata) no nivel de espécie com base em sequencias do gene
cito cromo-b, encontrando altamente divergentes (14%) de todas as outras formas de P. opossum
Linnaeus, 1758 utilizados na sua andlise. Em termos das popula¢gGes agora consideradas como
constituindo Philander frenatus, Hershkovitz (1997) atribuiu o sul do Brasil, Paraguai, Bolivia e Peru
para populacbes orientais P. opossum quica Temminck (1824) e confinado P. opossum frenata (sic)
Olfers 1818 para Salvador, Bahia. Esta separacdo de Taxons é considera "inexplicavel" por Gardner
(2007). Castro-Arellano et al (2000), no entanto, utilizou P. o. frenatus para as subespécies dos litorais
de Mata Atlantica que se estendem do sul do Estado da Bahia até Rio grande do Sul no Brasil, e até a
Provincia de Misiones, na Argentina, e P. 0. azaricus utilizada para a populagdo paraguaia e animais
que habitam o Pantanal e o cerrado do Brasil. Patton & da Silva (1997) consideram que P. frenatus
possui uma distribuicdo inteiramente brasileira que se estende desde pelo menos o estado do Parana
ao norte para a Bahia e interior de Minais Gerais e Goids, mas observou que a rela¢do de P. frenatus
para P. o. azarica (sic) "permanece a ser determinada". Eles mantiveram azarica dentro P. opossum
sem qualquer justificagdo adicional além do fato de que é tradicionalmente colocado ali. Finalmente,
Gardner (2007) sinonimizou azarica com frenatus (Smith 2009), sinonimia aceitada também por Voss

& Jansa (2009).

Chemisqui & Flores (2012) identificaram os limites de distribui¢do sul de Philander frenatus, indicando
que essa espécie esta restrita as Florestas Umidas da Mata Atlantica e Floresta Paranaense do sudeste
do Brasil, leste do Paraguai e nordeste da Argentina em Misiones, indicando que os espécimes do
Chaco e Formosa pertencem a P. oposum canus, diferenciados por sequencias moleculares, e
morfologicamente discriminado de P. frenatus por uma Unica medida craniana, a constricdo
interorbital. No Paraguai, a espécie tem sido registrada através do leste do Pais e no leste do

departamento Alto Parand, o Pantanal Paraguaio (Smith, 2009).

A Unido Internacional para Conservag¢do da Natureza (IUCN) considera P. frenatus como de menor
preocupacdo enquanto ao estado de ameaca global (IUCN 2014). Este marsupial apresenta tamanho
médio, corpo esbelto e elongado, cauda prensil, longa, coberta de pelagem aproximadamente no
primeiro 17% do cumprimento total, cinza na regido basal descoberta de pelos e por¢do final branca,

rostro conico, orelhas rosa com borda cinza escuro, grandes e arredondadas, pelagem curta e densa,
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cinza no dorso e cabega, com uma mancha branca ensima de cada olho, cor esbranquesida com
manchas amareladas ou cor creme no ventre, garganta e partes laterais do rostro (Smith, 2008). De
habitos noturnos e solitdrios, habita florestas maduras e secundarias ao logo da regido costeira da
Mata Atlantica (MA) do Brasil (Emmons & Feer, 1997). No entanto, tem demonstrado ser adaptavel e
capaz de colonizar ampla variedade de habitats, apresentando uma preferéncia por dreas de floresta
préoximas a rios ou areas humidas, tipicamente com camada de folhagem densa e dreas rochosas
(Moura et al., 2005). No Brasil, é encontrada mais comumente em areas de florestas humidas, mas
ocorrendo também em habitats mais secos como habitats de restinga. No Paraguai tem sido associada
a florestas sempre-verdes semi humidas, como a floresta sazonalmente inundavel do Pantanal (Smith,
2009). O balance hidrico de Philander sugere que é um habitante obrigatdrio de ambientes mésicos
(Fonseca & Cerqueira, 1991 apud Smith 2009). Considerada uma espécie terrestre com capacidade de
deslocamento nas arvores, frequentando comumente o estrato arbdreo (Fonseca & Kierulff, 1989;
Cunha & Vieira 2002; Vieira & Monteiro-Filho, 2003). Em ambientes fragmentados utiliza pastagens
para se deslocar entre fragmentos (Pires et al., 2002) e forragear (Lira et al., 2007). Em relacdo a
alimentacdo, P. frenatus é usualmente classificado como insetivoro-onivoro (Charles-Dominique 1983;
Santori et al., 1997), registrando invertebrados como o principal item alimenticio, seguido de frutas e

pequenos vertebrados (Macedo et al., 2009).
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Figura 1.1 - Localidades extremas da distribuicdo geografica de Philander opossum A e Philander
frenatus @ na América do Sul. Modificado de Gardner (2007).
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Figura 1.2 - Mapa da distribuicdo geografica de Philander frenatus na América do Sul (Costa et al.,
2011), acessada online fevereiro 25 de 2014.

Esta espécie é considerada como estratega-r, favorecendo rdpidos incrementos nas taxas
populacionais (Hershkovitz, 1997). A pesar de ser considerada de reproduc¢do sazonal, durante as
épocas humidas, apresenta certa flexibilidade nesta condi¢do, pudendo se reproduzir em qualquer
época do ano em paisagens fragmentados (Barros et al., 2008). As fémeas podem apresentar de 5-9
tetas (usualmente 7) localizadas dentro do marsupio, e o tamanho da ninhada flutua entre 1-10, com
uma média de 5 filhotes por camada (Smith, 2009). Os machos atingem a madures sexual com 7 meses
de idade e as fémeas com 6-7 meses, a pesar do primeiro estro acontecer somente com 15 meses. O
periodo de gestagdo usualmente dura entre 13-30 dias (Cimardi, 1996; Hingst et al., 1998). Informacao
mais detalhada sobre a histdria natural, ecologia, caracteristicas morfoldgicas externas, cranianas,
post-cranianas e dentarias pode ser encontrada na literatura (Hershkovitz, 1997; Smith, 2009; Macedo,

et al., 2009; Voss & Jansa, 2009; Reis et al.,2006).
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1.7 - A Mata Atlantica

Philander frenatus é uma espécie principalmente distribuida no Brasil, associada principalmente a um
bioma em particular, a Mata Atlantica (MA). A MA Brasileira é um dos biomas mais diversos e
ameacados do planeta. Seus niveis de endemismo atingem o 90% para alguns organismos, e seu
endemismo geral do 50% é superado unicamente pela Amazonia (Costa et al., 2000). Originalmente a
floresta se estendia por 1.360.000 kmz, sendo 70% de sua cobertura de formagdes florestais arbéreas
densas e o restante, areas abertas e campos (Rizzini, 1997; MMA, 2002). O bioma MA vem sendo
devastado desde a chegada dos primeiros europeus na costa brasileira por volta dos anos 1500, e
atualmente as florestas estdo reduzidas a menos do 8% de sua extensdo original, sendo representada
por fragmentos dispersos ao longo da costa brasileira, no interior da regido Sul e da Sudeste, no sul
dos estados de Goias e de Mato Grosso do Sul, no interior dos estados do Nordeste e em Misiones na
Argentina (MMA, 2002; Galindo-Leal & Camara, 2005). Atualmente a MA esta entre os biomas mais
ameacados do mundo, e essa perda da biodiversidade pode trazer consequéncias danosas, tais como
as perdas de ecossistemas, de populagdes, de variabilidade genética, de espécies e dos processos
evolutivos que mantém a biodiversidade (Galindo-Leal & Camara, 2005). Estima-se que nos ultimos
400 anos cerca de 250 espécies de aves, mamiferos, répteis e anfibios foram extintas (Galindo-Leal et

al., 2005).

Este bioma ocupa a borda leste do escudo Brasileiro, uma area de topografia complexa sobre curtas
distancias geograficas que foram moldadas pela atividade tectdnica no Terciario e as transgrecoes
marinhas no Quaterndrio (Martins & Coutinho, 1981; Suguio et al., 2005;). E caraterizada por forte
sazonalidade, marcados gradientes ambientais e orograficos, modelados pelas chuvas como resultado
dos ventos provenientes do Atlantico Tropical (Fundagao Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
1993). Devido & complexidade dos fatores mencionados, a MA apresenta uma heterogeneidade
ambiental que forma diversas paisagens que incluem florestas abertas, mistas, deciduas, semideciduas
e sempre —verdes (Fundacdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 1988). A MA ndo faz
fronteira com os outros biomas florestados da América do Sul e esta circundada pela diagonal seca do
continente que é formada pelos biomas Caatinga, Cerrado e Chaco, tornando a MA uma ilha florestada
na porgao leste do continente sul americano (Ab’Saber, 1977, apud Martins 2011).

Das 904 espécies de mamiferos terrestres sul-americanos, 229 sdo encontradas na Mata Atlantica, e
73 delas ocorrem exclusivamente neste bioma (Fonseca et al., 1999). Comparado com os outros
biomas Brasileiros, a Mata Atlantica é o mais diversos para seu tamanho, com um grau de endemismo
estimado de 32%, superado somente pela Amazdnia, o bioma de maior drea, com o 59% da fauna de

mamiferos restritos a este bioma.
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Esta impressionante diversidade ndo se encontra distribuida equitativamente entre as ordens, ja que
o alto nivel de endemismos de espécies de mamiferos da Mata Atlantica é devida principalmente a
influéncia de trés ordens: marsupiais, roedores e primatas, que juntos compreendem o 84% das
espécies endémicas (Costa et al., 2000). Devido ao alto grau de endemismo da Mata Atlantica, e a seu
status como “Hotspot” de Biodiversidade, e alto grau de ameaga, este bioma tem sido objeto de
diversas pesquisas biogeograficas procurando estabelecer padrdes explicando a atual diversidade e
distribuicdo de diferentes organismos (Carnaval et al., 2009; Carnaval & Moritz 2008; Costa et al., 2000;
Costa, 2003; Martins 2011; Batalha-filho & Miyaki 2011). A Biogeografia é a ciéncia que estuda a
distribuicdo geografica dos seres vivos no espago através do tempo, com o objetivo de entender os
padrdes de organizacdo espacial dos organismos e os processos que resultaram em tais padrdes de
distribuicdo das espécies que observamos atualmente (Brown & Lomolino, 2006). E uma disciplina
complexa e integrativa, que relaciona informacdes de diversas outras ciéncias — tais como a Geografia,
Geologia, Ecologia, etc — e que passou por um processo muito longo de desenvolvimento, que se deu
através do acumulo de contribui¢des de diversos pesquisadores, notadamente nos séculos XVIII e XIX
(Crisci, et al., 2003; Posadas et al., 2006). Uma abordagem para a inferéncia dos resultados de
processos evolutivos passados sobre padrdes atuais envolve a andlise espacial de correlagdo entre
caracteres observados nos organismos, como varidveis fenotipicas continuas, com variaveis abidticas

explanatérias (Perez et al., 2010).

Neste contexto, este estudo entra em uma abordagem biogeografica da variacdo morfoldgica do
cranio do marsupial, P. frenatus, associada ao bioma Mata Atlantica, através de técnicas de

morfométrica geométrica, avaliando a variagdo geografica entre populagdes desta espécie.
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1.8 - Objetivos

Objetivo geral:

e Avaliar o dimorfismo sexual e a variagdo geografica na forma do cranio de Philander frenatus

em populagGes brasileiras através de técnicas de morfometria geométrica.

Objetivos especificos:

e Avaliar o dimorfismo sexual no tamanho do cranio de P. frenatus.
e Avaliar o dimorfismo sexual na forma do cranio de P. frenatus

e Avaliar a variacdo geografica na forma do cranio entre blocos geograficos de populacées de P.

frenatus.



18

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Materiais

2.1.1 - Espécimes e obtengdo dos dados morfoldgicos.
Foi consultada a base de dados online http://www.splink.org.br/na qual consta registro de 326

colegBes cientificas, onde foram encontrados 144 registros de espécimes de Philander frenatus,
depositados nas colegGes do Banco de dados de Mamiferos do ES
Universidade Federal do Espirito Santo, UFES (39), Colecdo de Mamiferos, Museu de Biologia Professor
Mello Leitdo, MBML (28), Museum of Vertebrate Zoology — Brazilian records University of California,
Berkeley (16), Sistema de Informagdo do Programa Biota/Fapesp Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sdo Paulo, FAPESP (1), Cole¢do de Tecidos Animais do Departamento de Ciéncias Bioldgicas
da UFES, Universidade Federal do Espirito Santo, UFES (18), Cole¢do de Mamiferos da Universidade
Federal do Espirito Santo Universidade Federal do Espirito Santo, UFES (40), Cole¢do de Mamiferos do
Museu de Zoologia da UNICAMP Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP (2).

Através do correio eletrénico foram consultados 26 curadores de colegGes zooldgicas do Brasil, sendo
constatado que 12 colegdes possuem exemplares de Philander frenatus depositados. Foram visitadas
as colegcdes com numero mais representativo de espécimes, tentando abarcar a maior area geografica
possivel. Os espécimes analisados neste trabalho encontram se depositados nas colegGes de
mamiferos do Museu Nacional, Universidade Federal de Rio de Janeiro (UFRJ), Museu de Zoologiada
Universidade de S3do Paulo (MZUSP), Museu de Biologia Professor Mello Leitdo no Espirito Santo
(MBML), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Cole¢do de mamiferos da Universidade
Federal de Espirito Santo (UFES), Museu de Zoologia da Universidade Federal de Vigosa (MZUFV),
Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais(PUC) e no Museu de Zoologia da Universidade Federal

de Lavras (UFLA).

Fotografias dos cranios foram obtidas com uma camera digital NIKON COOLPIX L810, com zoom 6ptico
26X, resolucdo de 16.0 mega-pixels, (resolugdo max. 4608 x 3456 Pixels), utilizando uma plataforma
fotogréfica, posicionando cada cranio no centro da imagem, em paralelo ao plano focal da camera,
sempre na mesma orientacdo e distancia da lente, minimizando assim os efeitos de distor¢do gerados
pela lente nas bordas da imagem, e mantendo a mesma escala em todas as imagens (Zelditch et al.,
2004). Cada cranio foi fotografado nas vistas dorsal, ventral e lateral incluindo informag&es sobre o
nimero de tombo, localidade e sexo do individuo. As imagens foram salvas no formato JPEG (Joint

Photographic Experts Group).
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Ao todo, foram fotografados 529 cranios, dos quais foram incluidos nas andlises apenas cranios
completos, que permitissem uma identificagdo precisa dos marcos anatémicos nas trés vistas (dorsal,
ventral e lateral). Concomitante a digitalizacdo de imagens dos cranios, foi feita a identificagdo dos
individuos considerados adultos, isto €, aqueles apresentando denticdo completa, com o terceiro pré-
molar eclodido e o quarto molar funcional (Astia & Leiner, 2008; Luckett & Hong, 2000; Tribe 1990;
Tyndale-Biscoe & Mackenzie 1976) para evitar a variagdo devida @ ontogenia, para um total de 307

individuos analisados (Anexo 1).

Apos a digitalizagdo das imagens, foram criados trés arquivos do tipo TPS para as imagens de cada vista
do cranio (dorsal, lateral e ventral) utilizando o programa tpsUtil versdo 1,58 (Rohlf, 2013). Em seguida,
0s marcos anatémicos foram digitalizados em cada imagem com o programa tps Dig version 2.16

(Rohlf, 2010). Os programas da série TPS estdo disponiveis em: http://life.bio.sunysb.edu/morph.

2.1.2 - Defini¢do dos marcos anatomicos.

Marcos anatdmicos em duas dimensdes (2D) foram definidos utilizando como referéncia Astua et al.,
(2000), e Astua (2010). Foram acrescentados marcos anatdomicos nas trés vistas do cranio, procurando
uma maior cobertura das estruturas cranianas, e regiGes de interesse morfofuncional ou sensorial
(Astua et al., 2000). Por ser um estudo que envolve uma Unica espécie, mudancas localizadas sdo mais
factiveis de observar com uma melhor cobertura da forma do cranio e suas estruturas, sendo possivel
e recomendavel a inclusdo de um nimero maior de marcos anatomicos do que em estudos que

envolvem espécimes de diferentes espécies, géneros, ou niveis taxondmicos superiores.

O cranio é uma estrutura bioldgica que apresenta simetria bilateral. A simetria bilateral pode se
manifestar de duas formas que Mardia et al., (2000) definiram como “simetria correspondente”
(“matching symmetry”) e “auto-simetria” (“object symmetry”). Sob o conceito de simetria
correspondente, a estrutura de interesse encontra se presente como duas copias separadas como
imagens espelhadas uma da outra, com cada uma delas localizada em um dos lado do corpo. O
conceito de auto-simetria faz referéncia a estruturas simétricas por elas mesmas, apresentando uma
linha ou plano de simetria, com todas as estruturas de uma metade espelhadas no lado oposto da linha
media transversal da prépria estrutura. Métodos para a andlise de formas com simetria bilateral
podem separar um componente de variagdo simétrica entre individuos, isto é, a variagdo na média
esquerda-direita de um carater, das assimetrias esquerda-direita dentro do individuo (Klingenberg et

al., 2002). Dessa maneira, a variacdo na forma pode ser dividida em componentes simétricos e
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assimétricos (Klingenberg et al., 2002). O componente assimétrico é utilizado em analises mais
especificas, como medidas de instabilidade de desenvolvimento em contextos como hibridizacdo
(Mikula & Macholan, 2008) ou em estudos sobre assimetria de partes e tem sido utilizado em um
numero crescente de estudos, na caracterizagdo das bases do desenvolvimento da integragdo
morfoldgica (Klingenberg, 2008). Entretanto, o componente simétrico da forma, representa a variagao
na forma entre individuos (Klingenberg et al., 2000), por tanto foi o componente utilizado nas analises
deste estudo, removendo assim a variagdo correspondente a assimetrias intrinsecas a cada individuo

da amostra.

Na vista dorsal, foram definidos 33 marcos anatémicos. Cinco na linha media do cranio e 14 pareados.
De acordo com os tipos de homologia definida por Bookstein (1991), nove sdo do tipo (I), quinze do
tipo (II) e nove do tipo (lll) (Tabelal, Figura2.a). Na vista ventral, foram definidos 34 marcos
anatOmicos. Seis na linha media do cranio e 14 pareados, dos quais trés apresentam homologia tipo
(1), 20 tipo (ll) e 11 tipo (lll) (Tabela 2, Figura 2.b). Para essas duas vistas do cranio, o componente
simétrico da forma (Klingenberg, 2000) foi utilizado nas analises no programa Morphol (Klingenberg,

2011), versdo 1,05f disponivel em: http://www.flywings.org.uk). Na vista lateral do créanio, foi

fotografado o lado esquerdo de cada individuo e definidos 29 marcos anatdmicos, dos quais cinco

apresentam homologia tipo (1), 15 tipo (1) e 9 tipo (lll) (Tabela 3, Figura 2.c).

Os marcos anatdomicos foram digitalizados sempre na mesma ordem, utilizando o programa tpsDig

version 2.17 (Rohlf, 2013; disponivel em: http://life.bio.sunysb.edu/morph)). Durante a digita¢do dos

marcos anatémicos de cada espécime, um cddigo de nomenclatura foi utilizado como identificador
(ID) no programa tpsDig, para posteriormente extrair os classificadores para as analises no programa
Morphol (Viscosi & Cardini, 2011). Desta forma, é mais facil identificar todos os classificadores pré-
definidos, isto é, os agrupamentos testados. Cada identificador esta separado por subtrago (“_"). Por
exemplo, um exemplar identificado como ID: “UFV1979_dor_m_X13” pertence a colegdo de
mastozoologia do Museu de Zoologia Jodo Moojem, da Universidade Federal de Vigosa (acréonimo
“UFV”), com nimero de tombo CM1979 (no caso, apenas “1979”), fotografado na vista dorsal (“dor”),
macho (“m”), coletado no quadrante X13 do mapa (detalhes seguinte sec¢do), localidade Vigosa, Mata
do Paraiso, Minas Gerais (Figura 2.2). Recomenda-se a utilizagdo de tal protocolo para nomeacdo dos

arquivos digitais para minimizar erros nas analises subsequentes.
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Tabela 2 - Marcos anatdmicos (MA) utilizados na vista dorsal do cranio. Os marcos anatdmicos pareados
encontrasse descritos apenas uma vez, indicando os dois nimeros correspondentes ao marco anatémico
espelhado em cada lado do cranio. O tipo de homologia é indicado entre paréntesis.

MA  Tipo Descri¢cdao
1 (1) Ponto mais anterior da sutura entre os nasais.
2-20 () Ponto mais anterior de contato entre nasal e pré-maxilar na borda do foramen
nasal.
3-21 (I) Ponto da sutura entre o nasal, maxila e pré-maxilar.
4-22 () Ponto mais externo de contato entre pré-maxilar e maxilar
5-23 (I)  Ponto mais externo da sutura entre maxilar e lacrimal.
6-24 (1) Sutura entre maxilar, lacrimal, e frontal.
7-25 () Sutura entre maxilar, nasal e frontal.
8-26  (ll) Ponto extremo mais posterior do nasal.
9 (I) Sutura entre nasais e frontais.
10 (I) Sutura entre parietais e frontais.
11 (I) Sutura entre parietais e interparietal.
12 (1) Ponto mais posterior da caixa craniana na linha media da cresta sagital.
13-33 (lll) Ponto de intersecdo entre a margem mais anterior do processo mastdideo do
petrosal com a margem do cranio no plano fotografico.
14-31 (ll) Ponto mais anterior da sutura jugal-esquamosal.
15-27 (ll) Maxima constricdo anterior do arco zigomatico com o lacrimal.
16-28 (ll) Ponto mais posterior da sutura entre lacrimal e frontal, na margem do forame
orbital.
17-29 (lll) Ponto extremo do processo postorbital.
18-30 (lll) Maxima constricdo da caixa craniana na regido interorbital do frontal.
19-32 (lll) Ponto na margem interna da fossa temporal, onde se intercepta o processo

glendideo do alisfenoide com a caixa craniana no plano fotografico.
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Tabela 3 - Marcos anatomicos (MA) utilizados na vista ventral do cranio. Os marcos anatomicos pareados encontrasse
descritos apenas uma vez, indicando os dois numeros correspondentes ao marco anatomico espelhado em cada lado do
cranio. O tipo de homologia é indicado entre paréntesis.

MA Tipo Descrigao

1 (1)  Ponto mais anterior da sutura entre pré-makxilares.

2 () Ponto mais posterior da sutura entre pré-makxilares e mais anterior entre maxilares.
3-27 (Ill) Margem mais anterior do foramen incisivo.

4-28 () Margem mais posterior do foramen incisivo.
5-29 () Sutura entre maxilar e pré-maxilar na borda do foramen incisivo.

6 () Ponto mais posterior da sutura entre maxilares e mais anterior entre palatinos.
7-30 () Sutura entre o maxilar e o palatino na margem interna da fenestra maxilopalatina.
8-31 (lll) Ponto da margem mais anterior da fenestra maxilopalatina.

9-32 (lll) Ponto da margem mais posterior da fenestra maxilopalatina.
10-33 (lll) Ponto de maxima inflexdo da margem do palato posterior.

11 ()  Ponto da sutura mais posterior entre palatinos.

12 () Ponto da sutura entre o basi-esfenoide e o basi-occipital na linha media do cranio.
13-34 (lll) Ponto de maxima inflexdo anterior do basi-occipital.

14-35 (Il) Ponto mais posterior da sutura entre basi-occipital e o premontorium do petrosal.

15  (lll) Ponto mais anterior da margem inferior do fordmen magno na linha media do

cranio.

16-36 (lll) Extremo mais posterior do condilo occipital.

17-37 (lll) Ponto de interse¢do entre a margem mais anterior do processo mastdideo do
petrosal com a margem do cranio no plano fotografico.

18-38 (lll) Ponto de maxima curvatura do processo glenoide do alisfenoide, na interseccdo
com a caixa craniana no plano fotografico.

19-39 (ll) Ponto na margem interna do arco zigomatico, da sutura entre o jugal e o
esquamosal.

20-40 (ll) Ponto na margem externa do arco zigomatico, da sutura entre o jugal e o
esquamosal.

21-43 (ll) Ponto sobre a margem interna da fossa orbital, da sutura entre jugal e maxilar.

22-41 (ll) Ponto mais posterior do alvéolo do M4.

23-42 (ll) Ponto mais posterior do alvéolo do M3.

24-44 (ll) Ponto mais anterior do alvéolo do M1.

25-45 (ll) Ponto mais posterior do alvéolo do C1.

26-46 (ll) Ponto mais posterior do alvéolo I5.
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Tabela 4 - Marcos anatomicos (MA) utilizados na vista lateral do cranio. O tipo de homologia é indicado entre

paréntesis.
MA Tipo Descrigao
1 () Ponto mais anterior do alvéolo do I1.
2 () Ponto mais posterior do alvéolo do 15
3 () Ponto mais anterior do alvéolo do C1.
4  (Il) Ponto mais anterior do alvéolo do P1.
5 () Ponto mais posterior do alvéolo do P3.
6 () Ponto mais posterior do alvéolo do M4.
7 () Ponto mais inferior da sutura jugal-esquamosal.
8 (lll) Extremo de curvatura inferior do processo postglenoide.
9 (lll) Base posterior do processo postglenoide.
10 (ll) Ponto médio do foramen subesquamosal.
11 (Il) Maxima curvatura inferio-posterior do condilo occipital.
12 () Ponto de sutura entre o parietal, esquamosal e interparietal.
13 (ll) Ponto extremo mais posterior da cresta sagital.
14 (Il) Sutura entre parietal e frontal na margem superior da cresta sagital.
15 (Il) Sutura entre parietal e frontal na raiz da cresta sagital.
16 (Il) Ponto superior da sutura entre frontal e nasal.
17 () Ponto extremo mais anterior do nasal.
18 (II) Sutura mais anterior entre o nasal e o pré-maxilar, na margem do foramen nasal.
19 (I) Suturaentre pré-maxilar, maxilar e nasal.
20 (l) Sutura entre nasal, maxilar, e frontal.
21 (l) Sutura entre lacrimal, frontal e maxilar.
22 () Sutura entre lacrimal, jugal, e maxilar.
23 () Ponto mais inferior da curvatura do jugal, na margem superior.
24 (Ill) Ponto mais inferior da curvatura do jugal, na margem inferior.
25 (ll) Processo frontal do jugal.
26 (ll) Ponto mais superior da sutura jugal-squamosal.
27 (I) Ponto mais anterior da sutura jugal-squamosal na vista lateral do cranio.
28 (lll) Ponto sobre a margem inferior do arco zigomatico, projetando o marco anatdmico 25 em
perpendicular a linha formada entre os marcos anatémicos 25 e 26.
29 (lll) Ponto sobre a margem inferior do arco zigomatico, projetando o marco anatémico 27

perpendicular a linha formada entre os marcos anatomicos 25 e 26.
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Figura 2.1 —Cranio de Philander frenatus, exemplar UFV1979 nas vistas a) dorsal, b) ventral, e c) lateral. Os pontos
azuis indicam os marcos anatémicos, numerados em amarelo na ordem de digitacdo. A descri¢cdo de cada marco
anatomico e seu tipo de homologia encontrasse na tabela 1 da vista dorsal, tabela 2 da vista ventral e tabela 3
da vista lateral. Escala: 9 cm.
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2.1.3 - Defini¢do dos blocos geograficos.
Devido a que espécies de Philander ndo apresentam uma estrutura social ou territdrio definido, uma

populagdo local amostrada é de alguma forma uma amostra de uma distribuicdo continua de
individuos. Devido a isto, geralmente um reduzido nimero de espécimes de cada localidade
encontrasse disponivel nas cole¢des cientificas, e a distancia entre as localidades de coleta dos
individuos é muito variavel. Por tanto, foram criadas macrolocalidades agrupando individuos de areas
ecologicamente relacionadas e sem barreiras geograficas significativas entre elas, de acordo com a
metodologia recomendada por Vanzolini & Williams (1970). Estes autores consideram a construcdo de
amostras maiores sob critérios geograficos em trés ordens: 1. Amostras de uma Unica localidade bem
definida; 2. Grupo ecologicamente homogéneo de localidades préximas; 3. Grupo ecologicamente

homogéneo de localidades ndo tdo proximas.

As coordenadas geograficas ou localidades dos individuos analisados foram projetadas no mapa dos
biomas (Fonte IBGE, 2008). Para visualizar a distribui¢cdo e analisar a variagdo geografica do cranio de
P. freantus, os individuos foram agrupados inicialmente por quadrantes de 0°30" de latitude e meio
grau de longitude (Figura 2.2) para analisar exemplares de localidades dentro do mesmo quadrante

como uma populagdo, e assim aumentar o numero de individuos das localidades.

Devido ao alto numero de grupos resultantes através da definicdo destes quadrantes, e para
incrementar o poder das analises estatisticas multivariadas, opto se por redefinir esses agrupamentos.
Utilizando as coordenadas geograficas de cada individuo, foram criados blocos geograficos para avaliar
o grau de diferenciagdo na forma do cranio entre individuos de populages de dreas geograficas
préoximas, que ndo apresentassem barreiras geograficas significativas de dispersdo e fluxo génico,
como grandes rios, e estuarios, e pertencentes a areas geograficas de caracteristicas similares, como
sdo os corredores de biodiversidade da Mata Atlantica, definidos com base nas caracteristicas
ecoldgicas e biogeograficas dentro do bioma (http://www.conservationinternational.com.br). As
amostras foram agrupadas inicialmente em quatro blocos denominados Macrolocalidadesl: A:
Corredor central da Mata Atlantica, n=40; B: Corredor cerrado zona da mata, n=53; C: corredor da
Serra do mar, n=204; D: Interior da Mata Atlantica de SP e PR, n= 10. Esses quatro blocos geograficos
foram utilizados na analise de variacdo geografica através de CVA nos machos (Figura 2.3) e fémeas

(Figura 2.5) por separado.

Uma segunda Analise de variacdo geografica do cranio foi feita utilizando novas subdivisdes dos quatro
blocos geogréficos iniciais, denominada Macropopulagoes2: O bloco (A), Corredor central da Mata
Atlantica foi dividido em dois grupos: A1, com individuos do sul da Bahia (n=2), e A2 com individuos do

Espirito Santo (n=37). O bloco (B), corredor Cerrado-Zona da mata foi dividido em dois agrupamentos:
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B1 com individuos do centro-leste de MG (n=27), e B2 com individuos do leste de MG (n= 26). O bloco
(C) foi dividido em trés grupos: C1 com individuos da por¢do Sul do corredor da Serra do mar (n=38),
C2 com individuos da porgdo norte do corredor da Serra do mar (n=133), e C3 com individuos do
interior da Serra do mar (n=33). O bloco D foi mantido como agrupamento devido ao baixo nimero de
individuos amostrados nesta area (n=10). As figuras 2.4 e 2.6 apresentam a distribuicdo dos machos e
fémeas nos blocos geograficos descritos. Os arquivos com as coordenadas dos marcos anatémicos
foram importados no software Morphol versao 1,05f, e foram feias analises separadas para cada vista

do cranio.
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Figura 2.2 — Mapa do Brasil com a localizagdo dos exemplares machos de P. frenatus avaliados, com uma grade de quadrantes de 0.5 graus de latitude por 0.5 graus de
longitude utilizados para agrupar e identificar as localidades. Em verde escuro o bioma Mata Atlantica e em verde claro o bioma Cerrado. Os individuos representam os quatro
blocos geograficos utilizados em Macrolocalidades1 descritos na figura seguinte.
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Figura 2.3 - Mapa indicando as localidades dos machos de P. frenatus por blocos geograficos, agrupados em Macrolocalidadesl. A: B Corredor central da Mata Atlantica. B:
e Corredor cerrado-zona da mata. C: A Corredor da serra do mar. D: ‘ Interior da Mata Atlantica SP Parand. Em verde escuro o bioma Mata Atlantica e em verde claro o
bioma Cerrado.
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Figura 2.4 - Mapa indicando as localidades dos machos de P. frenatus por blocos geograficos, agrupados em Macrolocalidades2. A1: B Corredor Central da
Mata Atlantica da Bahia; A2: B Corredor central da Mata Atlantica do Espirito Santo B1: = Corredor cerrado-zona da mata interior; B2: ® Corredor cerrado-zona da mata
leste; Cl: A Sul do corredor da serra do mar; C2: A Norte do corredor da serra do mar; C3: 2\ Interior do corredor daserra do mar; D: ¢
Corredor interior da Mata Atlantica de SP e PA. Em verde escuro o bioma Mata Atlantica e em verde claro o bioma Cerrado.
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Figura 2.5 - Mapa indicando as localidades de fémeas de P. frenatus por blocos geograficos, agrupados em Macrolocalidades1. A: B Corredor central da Mata Atlantica.
B: e Corredor cerrado-zona da mata. C: A Corredor da serra do mar. D: @ Interior da Mata Atlantica SP Parand. Em verde escuro o bioma Mata Atlantica
e em verde claro o bioma Cerrado.
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Figura 2.6 - Mapa indicando as localidades de fémeas de P. frenatus por blocos geograficos, agrupados em Macrolocalidades2. A2: B Corredor central da Mata
Atlantica Espirito Santo B1: « Corredor cerrado-zona da mata interior; B2: e Corredor cerrado-zona da mata leste; C1: A  Sul do corredor da serrado mar; C2: A
Norte do corredor da serra do mar; C3: ¢ Interiordocorredordaserradomar;D: A  Corredor interior da Mata Atlantica de SP e PA. Em verde escuro o bioma
Mata Atlantica e em verde claro o bioma Cerrado.
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2.2 — Métodos e Analises estatisticas

2.2.1 - Sobreposi¢do dos marcos anatémicos:

Utilizando o Programa Morphol, as coordenadas em 2D dos espécimes em cada vista foram
submetidas a Sobreposicdo de Procrustes (Gower, 1975; Rohlf & Slice, 1990) comumente
referida na literatura como GPA, em inglés “General Procrustes Analysis”, ou GLS “Generalized
Least squares”. Esse método consiste em trés etapas: Translagdo das configuragdes de todos os
marcos anatdmicos ao mesmo centrdide (ponto médio das coordenadas x- e y- para todos os
marcos anatdmicos de um conjunto de marcos), mudanca da escala das configuracbes para o
mesmo tamanho do centroide, e a rotacdo, ou alinhamento de todas as configuragées, de modo
gue a soma dos quadrados das distancias entre os pontos correspondentes em todas as
configuracgdes seja a menor possivel. Em outras palavras, a sobreposi¢do de Procrustes exclui os
fatores de posi¢do, tamanho e orientacdo, deixando como variavel a forma da configuracdo de
marcos anatomicos avaliada. (Bookstein, 1991; Rohlf, 1999). Essa metodologia, separa
formalmente o tamanho, definido como o Tamanho do centrdide e a forma, que consiste na
configuracdo de marcos anatomicos apds a sobreposicdo de Procrustes, conhecidas como
coordenadas da forma de Procrustes por apresentar somente a informacdo sobre a forma da
configuracdo dos marcos anatomicos, isto é, a matriz com as coordenadas originais é
transformada em uma nova matriz apés as trés operagdes de Procrustes, restando, assim, uma
nova matriz chamada de matriz de residuos de Procrustes. Destaca-se que as trés operagdes de
Procrustes removem graus de liberdade, no total, para um conjunto de marcos anatdémicos 2D,
4 graus de liberdade: 1 grau de liberdade para cada dimensdo na operagao de translagao, 1 grau
de liberdade no escalonamento e 1 grau de liberdade na rotagdao. Consequentemente, os
ultimos quatro PCs calculados sobre uma matriz de residuos de Procrustes possuem variancia

zZero.

O Tamanho do centroide trata-se da raiz quadrada do somatério dos quadrados das distancias
entre cada marco anatémico e o centroide da forma (Bookstein, 1991).

As propriedades matematicas do espago da forma para configuragdes de marcos anatdmicos,
usualmente referido como espago da forma de Kendall, tem sido estudadas intensivamente,
sendo um componente fundamental da morfometria geométrica (Kendall 1984; Bookstein 1991,

1996; Goodall, 1991; Small, 1996; Dryden & Mardia, 1998; Rohlf, 1999; Slice, 2001). Cada forma
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possivel (para um nimero de marcos anatémicos e dimensionalidade) corresponde a um ponto
no espaco da forma, e cada ponto no espaco da forma corresponde a uma forma em particular.

Para p marcos anatémicos em k dimensbes, é conformado um espago ou variedade

k(k—1)
2-1 '

Riemanniana ndo-linear de dimensdo pk — k — que pode ser aproximada localmente

por um espaco Euclidiano da mesma dimensdo, melhor conhecido como espaco tangente
(Mitteroecker et al., 2013). A sobreposi¢do generalizada de Procrustes projeta as coordenadas
da forma no espaco Euclidiano tangente ao Espaco da forma de Procrustes. Isto significa, que a
distancia entre duas observacdes é uma linha reta computada utilizando o teorema de Pitagoras
(ou sua extensdo multivariada). No entanto, devido a que o espago da forma de Procrustes é
curvo, deve ser aproximado pelo espago Euclidiano tangente, usando a proje¢dao computada
como um cartdgrafo faria para desenhar a superficie curva da Terra em um mapa. Assim, o ponto
de tangencia entre os dois espagos representa a forma media da amostra.Para faixas limitadas
de varia¢do da forma, como é geralmente utilizado em estudos bioldgicos, e mesmo com escala
taxondmica ampla, a aproximacao euclidiana no espago tangente para a maioria dos dados
bioldgicos analisados até hoje, tem sido excelente (Viscosi & Cardini, 2011; Marcus et al., 2000).
A aproximacgdo do espacgo tangente é comumente vista como um fator puramente tedrico, no
entanto deve ser avaliada. O programa TPSSmall (Rohlf, 2010) foi utilizado para avaliar essa
aproximagdo. TPSSmall regressa através do origem o conjunto de distancias Euclidianas no
espaco Euclidiano sobre o conjunto de distancias da forma de Procrustes. Se a aproximagao for
excelente, obteremos uma regressao com inclinagdo e correlagdo virtualmente igual a 1 (Viscosi
& Cardini, 2011).

Apds a sobreposicdo de Procrustes, a amostra foi inspecionada por “outliers”. O programa
Morphol oferece uma ferramenta que permite a visualizagdo de marcos anatémicos digitados
na ordem errada, individuos anormalmente afastados da forma media, e um grafico de
correspondéncia dos dados e das distancias de forma esperadas sob o modelo de distribuicao

normal multivariada.

2.2.2 - Procrustes ANOVA:
Esse método foi criado para quantificar as variacdes na forma a diferentes niveis (Klingenberg &

Mcintyre 1998; Klingenberg et al., 2002). Tem sido implementado principalmente em estudos
de assimetria esquerda-direita para avaliar e quantificar o erro de digitacdo em relagdo as fontes
bioldgicas de variagdo, ja que o erro de digitacdo tem sido considerado um importante fator em
esses estudos (Klingenberg, 2011). As bases metodoldgicas do “Procrustes ANOVA” encontram

se descritas em detalhe por Klingenberg & Mcintyre (1998) e Klingenberg et al., (2002). A
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implementacdo do “Procrustes ANOVA” em Morphol, oferece duas aproximagdes para as
interpretacgdes estatisticas dos resultados do ANOVA: uma baseada nas distancias de Procrustes
e uma aproximacao alternativa baseada no estatistico da MANOVA (Klingenberg et al., 2002). A
aproximacdo baseada nas distancias de Procrustes oferece uma forma simples e intuitiva de
qguantificar as magnitudes relativas dos varios efeitos no modelo ANOVA. Isto utilizando a
premissa de que a varia¢do é isotrépica, ou seja, existe a mesma quantidade de variacdo em
cada marco anatémico e em cada diregdo, e que a varia¢do de diferentes marcos anatomicos é
independente, o qual, para a maioria dos dados bioldgicos é uma premissa pouco realistica
(Klingenberg, 2011). Por tanto, a aproximac¢do baseada nas distancias de Procrustes é utilizada
principalmente para avaliar as magnitudes relativas dos efeitos de variagdo, enquanto a
aproximagdo baseada na MANOVA é utilizada para inferéncias estatisticas (Klingenberg, 2011).
Como complemento a avaliagdo do erro de digitagdo, uma andlise de Componentes Principais
(ver seccdo 2.4 para detalhes) foi invocada sobre a matriz de variancia-covariancia das
coordenadas de Procrustes para cada vista do cranio, e desta forma visualizar a distribuicdo dos

”individuos” e as “replicas” sobre os principais eixos de variagdo.

2.2.3 - Analises de Componentes Principais (PCA):
A andlise de componentes principais foi feita sobre a matriz de varidncia-covariancia dos

residuos da sobreposicdo de Procrustes. Essa analise foi feita para caracterizar as diferencas
entre machos e fémeas, e avaliar a ordenacdo dos individuos nas popula¢des ou macro
localidades definidas. A Andlise de Componentes Principais (PCA) é uma rotacdo do espago
multidimensional, para encontrar os eixos de maior varidncia da amostra, onde cada
componente principal é um eixo linear das varidveis originais. O primeiro componente principal
(PC1) é gerado de tal forma que capture a maior variancia possivel. O segundo componente
principal (PC2) é ortogonal ao primeiro (PC1) e captura tanta varidncia restante quanto possivel,
e assim sucessivamente (Peres-Neto et al., 1995) cada componente principal terd uma
importancia diferente, explicando porcentagens cada vez menores da variancia dos dados,
permitindo utilizar os scores como varidveis independentes em um espago de menor
dimensionalidade dos dados (Klingenberg & Monteiro, 2005; Zelditch et al., 2004). Como
resultado, é possivel visualizar um diagrama mostrando as mudancas da forma de cada
individuo, associadas a cada PC afastando-se ou aproximando-se da forma média na dire¢ao
positiva ou negativa da configuragdo de referéncia. O fator de escala das mudangas na forma
apresentadas neste tipo de grafico é magnitude da mudanga da forma em unidades das
distancias de Procrustes. A escala utilizada nos graficos é de 0.1, que corresponde a uma

mudanga nos escores de PC de 0.1 unidades na diregdo positiva, ou negativa do eixo.
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2.2.4 - Andlise Discriminante (AD):

Diferencas na forma entre sexos foram avaliadas através de Analise Discriminante (DA) com um
teste de permutacao.

A analise discriminantes (dois grupos) ou Analise de Varidveis Candnicas (trés ou mais grupos)
caracteriza-se basicamente pela hipdtese da existéncia de grupos que sao estabelecidos a priori.
A partir da definicdo dos grupos, a AD procura gerar novos eixos que maximizem a variancia
existente entre gruposs, e minimizem a varidncia dentro dos grupos. Esta é uma técnica de
Andlise Multivariada frequentemente utilizada com o objetivo de diferenciar popula¢des e/ ou
classificar objetos em grupos pré-definidos quando a varidvel dependente é categdrica (ex. sexo)
e as variaveis independentes sdo métricas (ex. medida lineares, coordenadas da forma de
Procrustes, tamanho do centroide). O objetivo principal é construir um conjunto de
discriminantes que podem ser usados para descrever ou caracterizar a separagdao dos grupos
utilizando um subconjunto de varidveis, para analisar a contribuicdo das varidveis originais, e
avaliar o grau de separacdo (Timm, 2002). Utiliza-se a fun¢do discriminante com um algoritmo
de validagdo cruzada um-a-um (“leave-one-out cross validation”) para quantificar o percentual
de classifica¢do errada dos individuos (Viscosi & Cardini, 2011). Isto é, a cada permutag¢do um
individuo é reclassificado como pertencente ao outro grupo (p.ex.: classificar um macho como
uma fémea) e, utilizando a fungdo discriminante, ha a validagdo ou refutagdo da reclassificagdo.
Ao final das permutac¢des, é possivel verificar o percentual de classificagbes corretas e
incorretas. (Mitteroecker & Bookstein, 2011). A fungdo discriminante linear de Fisher é uma
combinacdo linear das varidveis observadas que apresenta maior poder de discriminacao entre
0s grupos e com a propriedade de minimizar as probabilidades de ma classificacdo, quando as
popula¢des sdo independentes e normalmente distribuidas com parametros de média u e

variancia X desconhecidos (Timm, 2002).

2.2.5 - Andlise de Varidveis Canonicas (CVA):

A andlise de variaveis candnicas é a versao da AD utilizada em analises de trés ou mais grupos
hipotéticos definidos a priori, e fornece uma descri¢cdo grafica das diferencas entre os grupos
em um conjunto de dados multivariados (Monteiro & Reis, 1999), ressaltando as diferencgas
entre os grupos, no entanto ndo deve ser utilizada para testar a significancia estatistica das

diferengas entre grupos (Zelditch et al., 2004). Nesta analise novos eixos sdo construidos,
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utilizando combinagbes lineares das varidveis originais, ortogonais a todas as outras, que
maximizam as diferencas ente grupos, e os espécimes sdo ordenados ao longo destes novos
eixos de varidncia (Variaveis Candnicas). Cada Variavel Candénica (CV) é orientada sob o suposto
de ortogonalidade, e resume eficientemente as diferengas entre os grupos relativas as variancias
dentro dos grupos (independentemente de como isso se relaciona a varia¢do entre todos os
espécimes (Zelditch et al., 2004). As similitudes e diferencas entre as medias de mais de trés
grupos ndo pode ser completamente representada somente por dois CVs, ja que dois grupos
podem estar sobrepostos nas duas primeiras CVs, mas podem estar separados na terceira CV.
Devido a isto, todas as CVs devem ser analisadas, ja que se os grupos aparecem separados em
qualquer um dos eixos (qualquer CV), os grupos apresentam diferencas que os separam como
agrupamentos, mas para demonstrar que os grupos nao se separam, devem ficar sobrepostos
em todas as CVs, sendo necessdrio inspecionar todos os eixos de CVs para desenhar conclusdes
sobre separagdo ou sobreposi¢cdo dos grupos avaliados (Mitteroecker & Bookstein, 2011). A CVA
também apresenta nos resultados as Distancias de Procrustes e as distancias de Mahalanobis
entre todos os pares de grupos avaliados, para quantificar as distancias na forma media entre

os blocos comparados.

A CVA é um teste estatistico paramétrico, e assume que todas as varidveis apresentam
distribuicdo multivariada normal, e que os grupos compartilham estruturas similares de matrizes
de variancia-covariancia. Em uma CVA com “k” variaveis medidas sobre espécimes assignados
a “G” grupos, o tamanho total da amostra “n” deve ser maior do que [(2k — 4) + (G — 1)] para
obter uma estimativa confidvel da estrutura da matriz de varidncia-covariancia nos dados,
resultando no maximo em (G — 1) diferentes eixos ou varidveis candnicas (Webster & Sheets,
2010). Essa estimativa foi testada manualmente para cada vista do crénio em cada CVA
realizada. A distribuicdo normal dos dados multivariados nas trés vistas do cranio foi testada no
programa PAST 3.0., sendo rejeitada nas trés vistas do cranio como indicado pelos valores no
Anexo 2. Portanto, os resultados e conclusdes sobre as diferengas entre os blocos populacionais
sdo baseadas na distribuicdo dos grupos nas CVs, e ndo na significancia estatistica das diferencas
entre pares de blocos. De qualquer forma, a impossibilidade em fazer inferéncias baseadas em
um valor critico e, assim, inferir significancia estatistica, ndo é necessariamente um problema.
Além disso, o uso indiscriminado de significancia estatistica como evidéncia é uma abordagem
falha, embora muito comum (Nuzzo, 2013). Portanto, o objetivo da utilizacdo de CVA
explicitamente negligenciando uma das premissas deste teste paramétrico é com intuito de
maximizar as diferencas para explorar padrées biogeograficos entre as diferentes populacdes

de P. frenatus.
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2.2.6 - Visualizagdo das mudangas da forma:

A visualizagdo das mudangas da forma é uma das vantagens que a morfometria geométrica
oferece, apresentando opc¢les de graficos, ilustracdes ou animag¢des computarizadas das
mudancas da forma descrita através da configuragdo de marcos anatémicos (Klingenberg, 2013).
Devido a que a forma é definida como todas as carateristicas geométricas de um objeto exceto
por seu tamanho, posicdo e orientacdo, uma forma de analisar a variagdo da forma de um
conjunto de dados é remover as variagées de tamanho, posicdo e orienta¢do, evidenciando a
variacdo devida a forma. Para dados baseados em coordenadas de marcos anatomicos, a
variagdo de tamanho, posicdo e orientacdo sdo removidas através da sobreposicdo de
Procrustes que atinge o melhor ajuste da configuragdo de marcos anatdomicos de acordo ao
critério de quadrados minimos (Sneath 1967; Gower 1975; Rohlf & Slice 1990; Goodall 1991;
Dryden & Mardia, 1998). A sobreposicdo de Procrustes é de importancia fundamental na
morfometria geométrica, ja que fornece a ligagdo com a teoria do espago da forma de Kendall
(Small, 1996; Dryden & Mardia, 1998; Kendall, 1999), que oferece um suporte de fundamentos
matematicos para estudos empiricos da variacdo da forma (Klingenberg, 2013). Como resultado
de este procedimento, cada configuragdo da amostra é otimamente alinhada a configuragdo
media. Devido a que todos os marcos anatémicos foram incluidos na sobreposicdo de
Procrustes e juntamente determinam o alinhamento de cada configuragdo em relagdo a forma
media, a varia¢gdo na posicdo de cada marco anatdmico apods a sobreposicdo é relativa as

posi¢des de todos os outros marcos anatomicos.

Em analises de morfometria geométrica, as mudangas da forma sdo parte dos resultados da
maioria das andlises multivariadas. Muitas destas andlises, como Analises de Componentes
Principais (PCA), Analises de Varidveis Canonicas (CVA), ou Partial-least-squared (PLS), proveem
um novo sistema de eixos de coordenadas com propriedades particulares (maxima variancia,
maxima covariancia, etc.). Devido ao fato que esses novos eixos estdo no espaco da forma
tangente, suas dire¢des podem ser interpretadas como caracteristicas da variacdo da forma,
com magnitude e direcdo, com cada eixo representando diferentes mudanca na forma (Dryden
& Mardia, 1998; Klingenberg & Mclntyre, 1998; Klingenberg & Zaklan, 2000; Klingenberg et al.,
2003).

Para visualizar as mudangas da forma, varios tipos de graficos podem ser utilizados. Todos os
meios graficos para indicar contextos anatdmicos das mudancgas da forma se fundamentam na

natureza relativa dos deslocamentos dos marcos anatdmicos. Portanto, todas as visualizagGes
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baseadas em sobreposi¢cdo compartilham esse fundamento (Klingenberg, 2013). O mais simples
de todos, indica as mudancas das posi¢cdes dos marcos anatdmicos com linhas e setas, onde os
marcos anatémicos da forma inicial sdo indicados por circulos, e a forma alvo ou forma final,
estdo representadas por linhas. Esse tipo de graficos foi muito utilizado desde o comeco da
morfometria geométrica (ex. Siegel & Benson 1982; Chapman 1990; Rohlf & Marcus 1993), mas
recentemente tem sido substituida por técnicas de visualizagdo com mais detalhes anatomicos.
Para proporcionar informacao adicional e fazer os graficos mais realisticos, diferentes maneiras
deindicar o contexto morfolégico dos marcos anatdmicos se encontram disponiveis (Klinenberg,

2013).

VisualizagGes baseadas nas grades de deformacgdo de Darcy Thompson tem sido muito utilizadas
no campo da morfometria geométrica e esfor¢os para desenvolver uma aproximagao
quantitativa rigorosa para criar esses diagramas contribuiram significativamente ao
desenvolvimento desta area (Sneath 1967; Bookstein 1978, 1989; Rohlf & Marcus, 1993).A ideia
consiste em que as mudancas de formas bioldgicas possam ser caracterizadas examinando as
transformacgbes que devem ser aplicadas ao espago de coordenadas para transformar uma
forma em outra (Klingenberg 2013). As grades de deformagdo produzidas tem sido uma das
ferramentas mais familiares em estudos morfometricos, e sua teoria e fundamentos sio
cobertos e descritos em detalhe nos livros de texto de morfometria geométrica (p.ex.: Bookstein
1991; Monteiro & dos Reis 1999; Zelditch et al., 2004). Outra das opgdes de visualizagdo consiste
em criar um “wireframe” de marcos anatémicos. Esta ferramenta grafica permite criar linhas
retas entre marcos anatémicos para facilitar a visualizagdo da estrutura estudada (Klingenberg,
2013). Criar linhas retas entre os marcos anatdmicos certos para visualizar a estrutura anatdmica
estudada, permite ter uma nogao do contexto anatémico das diferencas entre as configuragdes,
ja que duas formas utilizando “wireframes” podem ser sobrepostas, representando visualmente

IM

as diferencas entre uma forma “inicial” e uma forma “final”. Assim, um “wireframe” foi criado
um para cada uma das vistas do cranio, e foi utilizado paradescrever as mudancas da forma
(Figura 2.7). Um aspecto importante na interpretagdo deste tipo de graficos, é que os espacos
ocupados pelas linhas entre marcos anatomicos, ndo representam mudancas da forma nessas
areas, e somente oferecem um contexto anatémico para interpretacdo das mudancas nas

posicGes relativas dos marcos anatémicos (Klingenberg, 2013).
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Figura 2.7 - Cranio de P. frenatus exemplar UFV1979 nas vistas (A) dorsal, (B) ventral, e (C) lateral, com
seus respectivos marcos anatémicos e “wireframes” mostrando o contexto anatémico das configuragées
com linhas retas entre marcos anatomicos.
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2.3 — Implementac¢do dos métodos

2.3.1 - Avalia¢do do erro de digitagdo dos marcos anatémicos.
O erro na obtencdo dos dados morfoldgicos foi minimizado, padronizando a obtencdo das

fotografias. Foi utilizada uma plataforma fotografica com iluminag¢do constante de duas
lampadas de luz branca, para obter fotografias padronizadas e sem sombras. Utilizando a
mesma camera fotografica (NIKON COOLPIX L810), e sempre no menor aumento da lente e no
mesmo ponto da area fotografica (ponto médio), foram fotografados os cranios de exemplares
de P. frenatus nas vistas dorsal, ventral e lateral, sempre com a mesma distancia entre a lente e

o cranio (14.5 cm).

Para avaliar a magnitude do erro de digitagdo dos marcos anatémicos descritos na se¢do
anterior foi implementado o método de “Procrustes ANOVA” no programa Morphol 1,05f
(Klingenberg, 2011), utilizando a aproximacédo baseada nas distancias de Procrustes (Viscosi &
Cardini 2011). A analise “Procrustes ANOVA”, gera dados sobre a varidncia explicada pela soma
dos quadrados para o fator “Individuos” e o fator “erro de digita¢do”, tanto para os dados do
Tamanho do centrdide (univariados) e os dados da forma, coordenadas de Procrustes
(multivariados). A soma dos quadrados (“sum of squared deviation”) € uma medida do desvio
das observag¢des da média, desta forma, para completar a andlise, foi calculada a porcentagem
da soma dos quadrados explicada por cada fator. Isto foi feito dividindo a soma dos quadrados
de cada fator sobre a soma dos quadrados total, multiplicado por 100 (Viscosi & Cardini, 2011).
Para as andlises do erro de digitacdo, foram escolhidos 35 individuos, pertencentes a 14
diferentes localidades (Tabela 4), obtendo uma amostra heterogénea, que representou
possiveis variagGes geograficas da amostra total, incluindo uma quantidade equilibrada de
machos e fémeas. Para as fotografias de cada vista do cranio, foi criado um arquivo no programa
tpsUtil ver. 1.58, com duas copias de cada imagem, gerando um arquivo com 70 imagens. As
imagens foram aleatorizadas no arquivo, e importadas no programa tpsDig2 ver 2.10 (Rohlf,
2013), no qual foram digitados os marcos anatémicos, sempre na mesma ordem em todas as
imagens. Durante a digitacdo de cada espécime no programa tpsDig2, um “ID” foi criado para
cada imagem, identificando o “Individuo”, e as “Replicas” de cada individuo, para
posteriormente extrair os classificadores utilizados na “Procrustes ANOVA” no programa
Morphol 1,05f (Klingenberg, 2011). Desta forma, os Individuos foram utilizados como o fator de
variacdo devido a diferencas entre espécimes (em Morphol “individual”), e as “Replicas” foram
utilizadas como o fator de variagdo devido ao erro de digitacdo nos marcos anatéomicos (em

Morphol “Erro 1”).
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Tabela 4 - Exemplares de P. frenatus utilizados para testar o erro de digitagdo dos marcos anatémicos nas
trés vistas do cranio. A figura 2.2 apresenta a localizagdo dos quadrantes no mapa.

Instituicdo #de Tombo Sexo Localidade - Estado Quadrante
UFV 2095 F Espera feliz- MG 213
UFV 2096 M Espera feliz- MG 213
UFV 2098 M Espera feliz- MG 213
UFV 2100 F Espera feliz- MG 213
UFV 2101 F Espera feliz- MG 213
PUC 753 M Nova Lima - MG Vil
PUC 754 F Nova Lima - MG Vi1
PUC 760 M Nova Lima - MG V11
PUC 863 M Nova Lima - MG V11l
PUC 2360 M Nova Lima - MG Vil

UFMG 769 M ltumbiara - GO K8
UFMG 854 M ltumbiara - GO K8
Fazenda Bolandeiral
UFMG 2186 M Bradesco - BA e2
Parque Nacional do
UFMG 2666 F Iguagu, PR A22
MZUSP 1665 Itapura - SP F13
MZUSP 6190 F Monte Alegre - SP F17
MZUSP 17623 M Teodoro Sampaio - SP E17
MZUSP 27231 F Fazenda intervales - SP M20
MZUSP 27232 F Fazenda intervales - SP M20
MZUSP 27235 M Fazenda intervales - SP mM20
MZUSP 27238 M Fazenda intervales - SP M20
MZUSP 27239 M Fazenda intervales - SP M20




MzZUSP

MNRJ

MNRJ

MNRJ

MNRJ

MNRJ

MNRJ

MBML

MBML

MBML

MBML

MBML

MNRJ

31616

17188

73510

26777

26778

26781

26786

210

2031

2078

358

2782

51926

Ortegueira - PR
Ilheus - BA
Tedfilo Otoni - MG
Maricé - R
Maricd - RJ
Maricd - RJ
Maricé - R
Santa Teresa - ES
Santa Teresa - ES
Santa Teresa - ES
Santa Teresa - ES

Santa Teresa - ES

Marica - RJ

H20

el

z7

X17

X17

X17

X17

b1l

b1l

b1l

b1l

b1l

X17

42
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2.3.2 - Dimorfismo sexual no cranio de Philander frenatus.
Para avaliar o dimorfismo sexual do cranio de P. frenatus, foram utilizados apenas individuos de

sexo conhecido, obtido das etiquetas dos exemplares tombados nas cole¢des referidas no Anexo
1. Os arquivos com as coordenadas dos marcos anatémicos decada vista do cranio foram
importadas no software Morphol ver 1,05f (Klingenberg, 2011), no qual foram feitas as andlises

de morfometria geométrica.

2.3.3 - Dimorfismo sexual no tamanho do cranio
As coordenadas dos marcos anatomicos de cada vista do cranio, foram submetidas a

sobreposicdo de Procrustes, foi extraida a matriz do tamanho do centroide dos individuos e os
valores do tamanho de machos e fémeas foram comparados através do teste-t no programa
PAST Ver. 3.0 (Hammer et al., 2001). Essa analise foi feita nas vistas dorsal, ventral e lateral do
cranio, no nivel intrapopulacional utilizando a populagdo de maior tamanho amostral (n=71), e
na amostra total utilizando todos os individuos (n=290) para corroborar o dimorfismo sexual

intraespecifico.

2.3.4- Dimorfismo sexual na forma do cranio.
Apos a sobreposicdo de Procrustes, o dimorfismo sexual na forma do cranio foi avaliado através

de Analise de Componentes Principais (PCA), e de Analise Discriminante (DA) com um teste de
permutacdo de 1000 iteragdes. A DA, através de um algoritmo de valida¢do cruzada um-a-um
(“leave-one-out cross validation”) foi utilizada para quantificar o percentual de classificagdo
errada dos individuos. Essa anadlise fornece as porcentagens do erro de classificagdo dos
individuos nos sexos através da analise de “leave-one-out cross-validation” entre os grupos
(Viscosi & Cardini, 2011).Esta analise permite comparar as distancias entre as formas medias de
machos e fémeas através das Distancias de Procrustes que sdo calculadas como a soma dos
guadrados das distancias entre os marcos anatémicos correspondentes das duas configuragoes,
e avaliam a similaridade das formas analisadas entre as configuracdes comparadas (Astua,
2003), com a hipotese nula de que as medias estimadas ndo diferem. Se a Distancia de
Procrustes entre duas configuracdes é zero, as configuragdes apresentam a mesma forma, entre
maior a Distancia de Procrustes, maiores as diferengas de forma entre as configuracGes
(Mitteroecker et al., 2013). Os resultados da DA oferece também as distancias de Mahalanobis
entre os grupos comparados, e possibilita a comparacdo das diferencas entre as formas medias
de machos e fémeas, visualizadas através de grades de deformagcdo com vetores de
deslocamento dos marcos anatomicos. As andlises e os graficos foram feitos no programa

Morphol ver 1.05f (Rohlf, 2011).
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As analises descritas foram feitas nas vistas dorsal, ventral e lateral do cranio, utilizando a
popula¢do de maior tamanho amostral (n=71), retirando qualquer efeito de variacdo geografica,

e utilizando a amostra completa (n=290) para corroborar o dimorfismo sexual intra-especifico.

Para avaliar a cobertura da variacdo da forma através dos marcos anatomicos definidos neste
estudo, uma PCA adicional foi feita para avaliar o dimorfismo sexual na amostra total utilizando

somente os marcos anatémicos referidos em Astua (2010).

2.3.5 - Variagdo geografica do cranio de Philander frenatus.

Devido ao dimorfismo sexual registrado nesta espécie em estudos anteriores (Astua et al., 2000;
Astla 2010), as analises de variacdo geografica da morfologia craniana foram feitas para machos

e fémeas por separado, utilizando unicamente os espécimes com sexo identificado.

Analises de Componentes Principais (PCA): A Analise de componentes principais foi feita sobre
a matriz de variancia—covariancia dos residuos de Procrustes, como uma analise exploratdria,
para caracterizar a estruturacdo da distribuicdo dos individuos nos eixos de maior variancia dos
dados, classificados nas macrolocalidades definidas (Klingenberg & Monteiro, 2005; Zelditch et

al.,2004)

Analises de Variaveis Canodnicas (CVA):
Utilizando 169 machos nas andlises de variacdo geografica em Macropopulagoesl (quatro

blocos geograficos) e Macropopulagoes2 (oito blocos geograficos), para cada CVA foi avaliado
um “n” maior do que [(2k — 4) + (G — 1)] em cada vista do cranio, oferecendo confiabilidade na
estrutura das matrizes de variancia-covariancia nas vistas dorsal (k=66) e lateral (k=29). Na vista
ventral (k = 46) foi necessario reduzir o nimero de varidveis para validar a CVA dos machos,
eliminando os marcos anatémicos 3, 4, 5, 27, 28, 29 que descrevem os forames incisivos, e os

marcos anatémicos 7, 8, 9, 30, 31, 32 descrevendo as fenestras maxilo-palatinas resultando em

34 marcos anatémicos avaliados na vista ventral (k=34).

Com 120 fémeas, o parametro “n” maior do que [(2k —4) + (G — 1)] validou a CVA somente para

a vista lateral nas analises de variacdo geografica emMacrolocalidades1 e Macrolocalidades2.

Os graficos de “scatter-plots” da distribuicdo dos grupos nos eixos de CVs no programa Morpho)
é dado em unidades de Mahalanobis. Estas unidades sdo as mesmas utilizados para definir a

escala da visualizacdo das mudancas da forma nos eixos da CVA através do “wireframe”. Neste
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estudo, a visualizacdo das mudancas da forma foram feitas utilizando como escala do grafico, o
valor maximo de distribuicdo da amplitude de cada eixo de varidveis canlOnicas a ser

representado.

3 — RESULTADOS

3.1 —-Avaliagdo do erro de digitagao
O coeficiente angular da regressdo através da origem, do conjunto de distancias Euclidianas no

espaco tangente sobre o conjunto de Distancias de Procrustes, foi de 0.999806 na vista dorsal,
0.999688 na vista ventral e 0.999244 na vista lateral. Sendo todos os coeficientes
angularespréximos de 1.00, a aproximagdo no espago tangente foi considerada excelente nas
trés vistas. Uma andlise exploratéria dos “outliers” no programa Morpho) (Anexo 3),
demonstrou nas trés vistas do cranio uma boa correspondéncia entre os dados observados e as
distancias da forma esperadas sob um modelo de distribuicdo multivariada normal, sem

“outliers” evidentes.

Na vista dorsal, a andlise de Procrustes ANOVA indicou que para o tamanho (Tamanho do
centrdide), a soma dos quadrados (SS) do fator do individuo foi altamente significativo (P<
0.0001) explicando 0 99.99% da variancia, com o fator do erro de digitacdo explicando o 0.01%
(Tabela 5). Enquanto a forma, a soma dos quadrados do fator individuo foi significativo
(P<0.0001), e explicou 0 81.13% da variancia, com o fator erro de digitagdo explicando o0 1.02%
(Tabela 6). O erro de digitagdo dos marcos anatémicos na vista dorsal foi minimo, validando os
marcos anatémicos nesta vista. A andlise de Componentes Principais indicou que os primeiros
guatro componentes principais explicaram o 64.26 % da variancia acumulada na vista dorsal
(PC1= 21.39%; PC2= 16.29%; PC3= 14.32%; PC4= 12.25%). Esta analise revelou uma
sobreposicdo quase perfeita da maioria das réplicas de individuos na projecdo do PC1 vs PC2 e

PC3 vs PC4 (Figura 3.1).
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Tabela 5 - Procrustes ANOVA: tamanho do centrdide, vista dorsal. Individual: variacdo devido ao efeito do
individuo; Error 1: variagdo devido ao erro de digitagdo. SS: Soma dos quadrados; MS: Media dasoma dos
quadrados (SS/df); df: graus de liberdade.

Effect % explicado SS SS MS df F P
Individuo 99,99% 7574965,236 216427,5782 35 11349,42 <.0001
Error 1 0,01% 648,362395 19,069482 34

Total 100% 7575613,598

Tabela 6 - Procrustes ANOVA: forma, vista dorsal. Individual: variagdo devido ao efeito do individuo; Error
1: variagdo devido ao erro de digitagdo. SS: Soma dos quadrados; MS: Media da soma dos quadrados
(SS/df); df: graus de liberdade.

Principal component 2

0,024

Effect % explicado SS SS MS df F P
Individual 81,13% 0,10780269 9,93573E-05 1085 4,88 <.0001
Side 1,22% 0,00162709 5,24869E-05 31 2,58 <.0001
Ind * Side 16,62% 0,02208408 0,000020354 1085 31,63 <.0001
Error 1 1,02% 0,00135643 6,435E-07 2108
Total 100% 0,13287029
0,047 (a) (b) Replica 1
i Replica 2
<
o =
o o .
ad | =
. a
=
8
g
Q oz
£
a

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

Principal component 1

-0,020

-0,020

-0,010 0,000 0,010

Principal component 3

0,020

0,030 0,040

Figura 3.1 - Graficos do PC1 (21,39%) VS PC2 (16,29%) (a) e do PC3 (14,32%) VS PC4 (12,25%) (b), dos
individuos utilizados para testar o erro de digitagdo dos marcos anatdmicos na vista dorsal. Os primeiros
quatro componentes principais explicam o 65,13% da variancia. Os 33 marcos anatémicos foram digitados
em duas imagens de cada individuo. A primeira réplica de cada individuo é indicada por pontos vermelhos e

a segunda por pontos azuis.
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Na vista ventral, a andlise de Procrustes ANOVA revelou que para o tamanho (Tamanho do
centroide), a soma dos quadrados (SS) do fator do individuo foi altamente significativo (P<
0.0001) explicando 0 99.99% da variancia, com o fator do erro de digita¢do explicando 0 0.01%
(Tabela 7). Enquanto a forma, a soma dos quadrados do fator individuo foi significativo
(P<0.0001), e explicou o0 86.28% da varidncia, com o fator erro de digitacdo explicando 0 1.24%
(Tabela 8). O erro de digitagdo dos marcos anatémicos na vista dorsal foi minimo, validando os
marcos anatomicos nesta vista. A analise de Componentes Principais indicou que os primeiros
dois componentes principais explicaram o 68.3 % da variancia acumulada na vista ventral (PC1=
56.4%; PC2=11.9%). Esta andlise revelou uma sobreposicdo quase perfeita de varias réplicas de
individuos e uma localizagdo muito préoxima das réplicas de todos os individuos na proje¢do do
PC1 vs PC2 (Figura 3.2).

Tabela 7 - Procrustes ANOVA: tamanho do centroide, vista ventral. Individual: variagdo devido ao efeito
do individuo; Error 1: variagdo devido ao erro de digitagdo. SS: Soma dos quadrados; MS: Media da soma
dos quadrados (SS/df); df: graus de liberdade.

Effect expl SS SS MS df F P
Individual 99,99% 15448007,63 454353,1656 34 29739,92 <.0001
Error1 <0,01% 534,714364 15,277553 35

Total 100% 15448542,35

Tabela 8 - Procrustes ANOVA: forma, vista ventral. Individual: variacdo devido ao efeito do
individuo; Error 1: variacdo devido ao erro de digitagdo. SS: Soma dos quadrados; MS: Media
da soma dos quadrados (SS/df); df: graus de liberdade.

Effect % expl SS  SS MS df F P
Individual  86,28% 0,0838588 5,6055E-05 1496 7,71 <.0001
Side 1,28% 0,001247 2,8341E-05 44 3,9 <.0001
Ind * Side  11,20% 0,0108821 7,2741E-06 1496 18,52 <.0001
Error 1 1,24% 0,0012095 3,927E-07 3080

Total 100% 0,09719737
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Figura 3.2 - Gréfico do PC1 (56,4%) VS PC2 (11,9%) dos individuos utilizados para testar o erro de digitagdo
dos marcos anatémicos na vista ventral. Os primeiros dois componentes principais explicam o 68,3% da
variancia. Os 46 marcos anatdmicos foram digitados em duas imagens de cada individuo. A primeira
replica é indicada por pontos vermelhos e a segunda por pontos azuis.

Na vista lateral, a andlise de Procrustes ANOVA indicou que para o tamanho (Tamanho do
centroide), a soma dos quadrados (SS) do fator do individuo foi altamente significativo (P<
0.0001) explicando 0 99.99% da variancia, com o fator do erro de digitacdo explicando o0 0.01%
(Tabela 9). Enquanto a forma, a soma dos quadrados do fator individuo foi significativo
(P<0.0001), e explicou 0 99.03% da varidncia, com o fator erro de digitacdo explicando 0 0.97%
(Tabela 10). O erro de digitacdo dos marcos anatdmicos na vista dorsal foi minimo, validando
0s marcos anatémicos nesta vista. A analise de Componentes Principais indicou que os primeiros
dois componentes principais explicaram o 60.8% da varidncia acumulada na vista ventral (PC1=
37.17%; PC2= 23.6%). Esta analise revelou uma sobreposi¢cdo quase perfeita da maioria das
réplicas de individuos com uma localizagdo muito préxima das réplicas de todos os individuos
na projecdo dos primeiros dois componentes principais, PC1 e PC2 (Figura 3.3).
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Tabela 9 - Procrustes ANOVA: Tamanho do centroide, vista lateral. Individual: variacdo devido ao efeito

do individuo; Error 1: variagdo devido ao erro de digitagdo. SS: Soma dos quadrados; MS: Media da soma
dos quadrados (SS/df); df: graus de liberdade.

Effect expl SS SS Df F P
Individual 99,99%  15422133,56  453592,1634 34 12615,83 <.0001

Error 1 0,01%  1258,397385 35

Total 100%  15423391,95

Tabela 10 - Procrustes ANOVA: Forma, vista lateral. Individual: variacdo devido ao efeito do individuo;
Error 1: variacdo devido ao erro de digitacdo. SS: Soma dos quadrados; MS: Media da soma dos quadrados
(SS/df); df: graus de liberdade.

df F P

0,258795 0,000140956

1836 105,52 <.0001
1890

Replica 1
Replica 2

Effect % expl SS SS
Individual 99,03%
Error 1 0,97% 0,00252475
Total 100% 0,26131975
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Figura 3.3 - Grafico do PC1 (37,17%) VS PC2 (23,6%) dos individuos utilizados para testar o erro de
digitagdo dos marcos anatémicos na vista lateral. Os primeiros dois componentes principais explicam o
60,8% da variancia. Os 29 marcos anatomicos foram digitados em duas imagens de cada individuo. A
primeira replica é indicada por pontos vermelhos e a segunda por pontos azuis.
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3.2 - Dimorfismo sexual no cranio de Philander frenatus.

3.2.1 - Dimorfismo sexual no tamanho do cranio.
Os valores do tamanho do centroide das configuracdes de marcos anatomicos do cranio nas trés

vistas foram comparados entre machos e fémeas através de teste-t (Zar, 1996). Como foram
feitos trés testes (vistas dorsal, ventral e lateral), foi utilizada a correcdo de bonferroni (p-valor

significativo <0.016).

Utilizando a amostra total, o cranio de Philander frenatus apresentou diferenca significativa nos
valores do tamanho do centroide nas vistas dorsal (t= 9,8262; p= <0,0001), ventral (t= 10,085;
p= <0,0001) e lateral (t= 9,9022; p= <0,0001), corroborando os dados da analise

intrapopulacional, com os machos apresentando cranios maiores que as fémeas (Figura 3.4.a).

O dimorfismo sexual intrapopulacional no tamanho do cranio foi avaliado na populagdo do
quadrante X17 (Restinga Barra de Marica - RJ), para evitar a variagdo geografica da amostra. As
trés vistas do cranio revelaram diferencas significativas nos valores do tamanho do centroide
(dorsal: t= 6,6845; p= <0,0001; ventral: t= 6,5094; p= <0,0001; lateral: t= 6,5077; p= <0,0001,)

indicando que os machos possuem em média, cranios maiores que as fémeas (Figura 3.4.b).
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Figura 3.4 — Graficos com as distribui¢des do tamanho do centroide do cranio de P. frenatus para machos
e fémeas nas vistas dorsal, ventral e lateral para: a) Amostra total e b) Populagdo do quadrante
X17(Restinga Barra de Maricd - RJ). Linha horizontal: média; caixas: 25-75% (22 e 32 quartis); linhas
verticais: valores extremos; circulos: “outliers”.
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3.2.2 - Dimorfismo sexual na forma do cranio

3.2.2.1 - Dimorfismo sexual intrapopulacional.

O dimorfismo sexual intrapopulacional na forma do cranio de P. frenatus foi testado utilizando
a populagdo com maior numero de individuos, Restinga Barra de Marica, RJ com n=71
individuos.

3.2.2.1.1 - Analises de Componentes Principais (PCA):
A visualizacdo das mudancgas na forma do cranio no PCA foi feita utilizando escala de 0.1 nas

comparagoes dos individuos dos extremos positivos e negativos contra a forma media, isto &,
autovalor zero do componente principal do cranio em cada vista, para visualizar quais marcos
anatémicos variam mais de posi¢do e explicam as principais diferengas na forma entre machos

e fémeas, de acordo com os vetores de varia¢do na forma.

Na vista dorsal do cranio, o PCA indicou que o primeiro componente principal (PC1), explicou o
27% da variancia, enquanto o segundo (PC2), explicou o 13,5%. Todas as fémeas encontram se
em sobreposicao com os machos localizados nos valores negativos do PC1, enquanto os machos
apresentam uma distribuicdo ampla ao longo do PC1, apresentando individuos nos valores
negativos, e uma grande por¢do nos valores positivos desse eixo. Os valores do extremo positivo
do PC1, representados pelo individuo MNRJ28807 localizado no extremo mais positivo do eixo
(Figura 3.5), estdo relacionados a uma expansdo do arco zigomatico, com deslocamento anterior
da sutura jugal-squamosal, processo pos-orbital mais pronunciado, constricdo pos-orbital mais
estreita, por¢do posterior da caixa craniana mais estreita na altura do processo mastoideo do
petrosal. Um rosto mais largo, com nasais expandidos posteriormente, ingressando na regiao

do frontal, e pre-maxilares e maxilares mais largos e cumpridos (Figura 3.5).

As mudangas da forma explicadas pelos valores negativos do PC1, sdo representadas pelo
individuo MNRJ26781, localizado no extremo dos valores negativos do eixo. As principais
diferencas na forma estdo associadas a uma constricdo do arco zigomatico, com posicionamento
posterior da sutura jugal-esquamosal, processo pos-orbital menos proeminente, porc¢ao

posterior da caixa craniana mais curta, pré maxilares mais curtos e maxilares mais estreitos.
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Figura 3.5 - a) Grafico com os escores para os dois primeiros componentes principais de machos (azul) e
fémeas (vermelho) de P. frenatus da populagdo de Restinga barra de Marica, RJ, na vista dorsal do cranio
com elipses do 90% de confianga; b) “wireframe” da vista dorsal representando a forma media (azul claro)
sobreposta a forma do individuo MNRJ26781 (azul escuro); c) “wireframe” da forma media (azul claro)
sobreposta a forma do individuo MNRJ28807 (azul escuro); d) Fotografia do individuoMNRJ26781
indicando os marcos anatémicos; e) fotografia do individuo MNRJ28807 indicando os marcos anatémicos.

A andlise de componentes principais na vista ventral do cranio indicou que o PC1 foi responsavel
pelo 47,85% da varidancia, enquanto o PC2 explicou o 13,06%. As fémeas encontram se
sobrepostas a distribuicdo dos machos nos dois eixos representados no gréfico (PC1 e PC2). Os
machos apresentaram uma distribuicdo ampla ao longo do PC1, enquanto nas fémeas essa
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amplitude foi menor, ficando totalmente sobrepostas aos machos (Figura 3.6). A distribuicdo
dos escores individuais nesta vista ndo estruturou separadamente machos e fémeas, por tanto
graficos de deformacdes dos marcos anatémicos ndo sdo apresentados.
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Figura 3.6 - Grafico com os escores para os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) da vista
ventral do cranio com elipses do 90% de confianga de machos (azul) e fémeas (vermelho) de P. frenatus
da populagdo de Restinga barra de Marica, RJ.

Na vista lateral do cranio o PC1 explicou o 40,77% da variancia enquanto o PC2 explicou o
19,38%. A distribuicdo dos escores individuais indicou uma sobreposi¢cdo de machos e fémeas
nos dois primeiros eixos de componentes principais (PC1 e PC2), com uma tendéncia das fémeas
a se localizar nos valores negativos do PC1 e os machos amplamente distribuidos neste eixo,
com alguns machos nédo sobrepostos as fémeas nos valores mais positivos do PC1 (Figura 3.7a).
Os valores do extremo positivo do PC1, exemplificados pelo individuo MNRJ28899, indicam o
encurtamento do pré maxilar, aumento da altura da crista sagital, expansdo da caixa craniana
na porg¢do posterior, um arco zigomatico mais alto, com processo frontal do jugal mais elevado
e proeminente, sutura jugal-esquamosal com um angulo de abertura maior, deslocando se para
frente no arco zigomatico. O processo pos-glenoide se expande anteriormente e fica mais
proeminente (Figura 3.7 c). Os valores do extremo negativo do PC2, exemplificados pelo
individuo MNRJ28612, indicam um cranio com o pre-maxilar mais cumprido, um rosto mais
estreito, um arco zigomatico mais baixo com o processo frontal do jugal menos proeminente e
comecando em um ponto mais posterior do jugal. A regido posterior do cranio fica mais curta,

na altura da raiz da crista sagital, com o condilo occipital menor, em uma posi¢cdao mais anterior
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no cranio (Figura 3.7 b). As fotografias dos individuos descritos sdo apresentadas para visualizar

as diferencias entre dois exemplares de extremos opostos do PC1 (Figura 3.7 d, e).

Fémeas
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(d) MNRJ_28612_lat_f X17

Figura 3.7 - a) Grafico com os escores dos dois primeiros eixos principais para machos e fémeas do
quadrante X17 na vista lateral do crdnio de P. frenatus. Machos em azul e fémeas em vermelho, com
elipses do 90% de confianga; b) “Wireframe” mostrando as mudangas da forma media (azul claro)
sobreposta a forma do individuo MNRJ 28612 (azul escuro); ¢) “Wireframe” mostrando as mudangas da
forma media (azul claro) sobreposta a forma do individuo MNRJ 28899 (azul escuro); d) Fotografia do
individuo MNRJ 28612 indicando os marcos anatémicos; e) Fotografia do individuo MNRJ 28899 indicando
0s marcos anatémicos.
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3.2.2.1.2 - Analise Discriminante:

Na vista dorsal, foram encontradas diferencas significativas entre as formas medias do cranio de
machos e fémeas. A analise Discriminante indicou a distancia de Procrustes: 0,02653285; e a
distanciade Mahalanobis: 3,7438. Obteve-se o valor do T-quadrado: 240,4456, com P-
valor(paramétrico) <.0001. Resultados dos P-valores para testes de permutagdo (1000 réplicas)
indicaram diferencias significativas entre a forma média de machos e fémeas na vista dorsal

(Distancia de Procrustes: <.0001; Distancia de Mahalanobis: <.0001).

A tabela de classificagdo de validagdo cruzada (“cross-validation”) indicou uma correta
classificacdo através da Analise de Fung¢do Discriminante de 79,3% das fémeas e 90,4% dos
machos na vista dorsal (Tabela. 11). O histograma de frequéncias através da Analise
Discriminante “cross-validation”, mostrou uma sobreposicdo baixa das frequéncias de machos
e fémeas, discriminando os dois sexos (Figura 3.8). As principais diferencas na forma do cranio
na vista dorsal, entre machos e fémeas desta popula¢do, sdo devidas a que os machos
apresentam uma expansdo posterior do pré maxilar e dos nasais, um arco zigomatico expandido
lateralmente na altura da sutura jugal-esquamosal, um processo pos-orbital mais proeminente,
e a caixa craniana mais cumprida e estreita ao nivel temporal, na margem anterior do processo

mastoideo do petrosal (Figura 3.9).

Tabela 11 - Tabela de classificacdo da Analise Discriminante “cross-validation” entre sexos, na
vista dorsal do cranio dos individuos da populagdo de Restinga Barra de Maricd, RJ. A coluna da
esquerda indica o sexo determinado a priori, a coluna “Resultado AD” indica a classificagdo dos
individuos nos grupos através da Andlise Discriminante. Os nimeros indicam o nimero de
individuos classificados, e em parénteses a porcentagem representada.

Sexo a priori Resultado AD Resultado AD Total
Sexo Fémeas Machos
Fémeas 23(79,3%) 6 (20,6%) 29 (100%)

Machos 4 (9,52%) 38 (90,4%) 42 (100%)
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Figura 3.8 - Histograma de frequéncias dos escores discriminantes da vista dorsal do cranio para machos
(barras azuis) e fémeas (barras vermelhas) da populagdo Restinga Barra de Marica através do teste

Jacknife (leave-one-out) “cross-validation”.
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Figura 3.9 - “Wireframe” do cranio de P. frenatus em vista dorsal, da populagdo de restinga Barra de
Maricd, mostrando as configuragdes medias de marcos anatémicos de machos (azul escuro) e fémeas
(azul claro), evidenciando as diferengas da forma encontradas na Analise Discriminante. Os nimeros

indicam os marcos anatémicos.
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Na vista ventral do cranio, foram encontradas diferencas significativas entre as formas medias
do cranio de machos e fémeas. A analise Discriminante indicou a distancia de Procrustes:
0,02147589; e a distancia de Mahalanobis: 5,5766. Obteve se o valor do T-quadrado: 538,7486,
e o P-valor (paramétrico): <.0001. Resultados dos P-valores para testes de permutacdo (1000

réplicas) foram: Distancia de Procrustes: <.0001; Distancia de Mahalanobis: <.0001.

A tabela de classificacdo da analise “cross-validation” da vista ventral, indicou que o 73,33% das
fémeas e 82,93% dos machos foram classificados corretamente pela Analises Discriminante
(Tabela 12). O histograma de frequéncia dos escores descriminantes para machos e fémeas
indicou uma sobreposicdo parcial entre sexos (Figura 3.10).

As principais diferengas na forma do cranio na vista ventral, entre machos e fémeas da
populagdo de Restinga Barra de Maricd, sdo devidas a que os machos apresentam uma expansao
do arco zigomatico na regido da sutura jugal-esquamosal, e na regido da sutura jugal-maxilar.
Pode se observar também um palato menor, um rosto mais curto, e um posicionamento mais

anterior da sutura entre maxilares e palatinos (Figura 3.11).

Tabela 12 - Tabela de classificagdo da Analise Discriminante “cross-validation” entre sexos, na
vista ventral do cranio dos individuos da populac¢do de Restinga Barra de Maricd, RJ. A coluna da
esquerda indica o sexo determinado a priori, a coluna “Resultado AD” indica a classificagdo dos
individuos nos grupos através da Analise Discriminante. Os nimeros indicam o numero de
individuos classificados, e em parénteses a porcentagem representada.

Sexo input Resultado AD Resultado AD Total
Sexo Fémeas Machos
Fémeas 22 (73,33%) 8 (26,67%) 30 (100%)

Machos 7 (17,07%) 34 (82,93%) 41 (100%)
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Figura 3.10 - Histograma de frequéncias dos escores descriminantes para machos (barras azuis) e fémeas

(barras vermelhas) da populagdo Restinga barra de Marica na vista ventral, através do teste Jacknife
(leave-one-out) “cross-validation”.

f--m

Figura 3.11 - “Wireframe” do cranio de P. frenatus em vista ventral, mostrando as diferencgas encontradas
na Analise Discriminante, da forma do cranio entre a configuragdo média de fémeas (linhas azuis claras)
e machos (linhas azuis escuras) da populagdo de restinga Barra de Marica. Os nimeros indicam os marcos
anatdémico da vista ventral.

Na vista lateral do cranio, as diferencas entre formas medias de machos e fémeas foram
significativas. A analise Discriminante indicou a Distancia de Procrustes: 0,04185373; e a
Distancia de Mahalanobis: 7,0217). Obteve se o valor do T-quadrado: 845,8001, e P-valor
(paramétrico): 0,0032. Resultados dos P-values para testes de permutacdo (1000 réplicas)

foram: Distancia de Procrustes:<.0001; Distancia de Mahalanobis: 0,0050. A tabela de
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classificacdo da analise “cross-validation” indicou que o 82.76% das fémeas e 69.05% dos
machos foram classificados corretamente pela Analises Discriminante (Tabela 13). O histograma
de frequéncias dos escores discriminantes na vista lateral indicou uma ampla sobreposicdo entre
sexos (Figura 3.12).

As principais diferencas da forma entre machos e fémeas da populacdo de Restinga Barra de
Maricd, na vista lateral do cranio sdo visualizadas na Figura 3.13. Machos apresentam um
maxilar expandido na regido anterior e posterior, pré-maxilar mais curto, o arco zigomatico
apresenta se expandido anteriormente, mais alto e robusto, com o processo frontal do jugal
mais proeminente. O processo postglenoide se expande posteriormente, e a crista sagital mais
desenvolvida finaliza em uma porgdo mais posterior no cranio. As fémeas, pelo contrario,
apresentam o pré-maxilar mais cumprido, o arco zigomatico mais estreito, com processo frontal
do jugal menos proeminente, processo postglenoide levemente menor, e a crista sagital menos

desenvolvida finalizando mais anteriormente no cranio.

Tabela 13 - Tabela de classificagdo da Analise Discriminante “cross-validation” entre sexos, na
vista lateral do cranio dos individuos da populacdo de Restinga Barra de Marica, RJ. A coluna da
esquerda indica o sexo determinado a priori, a coluna “Resultado AD” indica a classificagdo dos
individuos nos grupos através da Analise Discriminante. Os nimeros indicam o numero de
individuos classificados, e em parénteses a porcentagem representada.

Resultado AD Resultado AD Total
Sexo Fémeas Machos
Fémeas 24 (82,76%) 5(17,24%) 29 (100%)

Machos 13 (30,95%) 29 (69,05%) 42 (100%)
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Figura 3.12 - Histograma de frequéncias dos escores discriminantes para machos (barras azuis) e fémeas
(barras vermelhas) da populagdo Restinga barra de Maricé na vista lateral através do teste Jacknife (leave-

one-out) “cross-validation”.
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Figura 3.13 - “Wireframe” do cranio de P. frenatus em vista lateral, mostrando as diferengas encontradas
na Analise Discriminante, da forma do cranio entre a configuragdo média de fémeas (linhas azuis claras)
e machos (linhas azuis escuras) da populagdo de restinga Barra de Marica. Os nimeros indicam os marcos

anatOmico da vista lateral.
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3.2.2.2- Dimorfismo sexual intraespecifico.

3.2.2.2.1 - Analises de componentes principais (PCA):
As anadlises de componentes principais (PCA), mostraram a estrutura¢do da variancia nos

individuos de P. frenatus, visualizando os eixos que explicam a maior porcentagem da variancia,
identificando a distribuicdo dos escores individuais dos machos e fémeas com elipses do 90% de

confianga.

Na vista dorsal do cranio, machos e fémeas ndo apresentaram nenhum padrao de diferenciacdo
completo entre si para os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2), os quais
explicaram o 38,87% da varidncia (25,52% e 13,34% respectivamente). Machos e fémeas se
sobrepdem amplamente, com as fémeas sobrepostas em sua maioria aos valores negativos do
PC1 da distribuicdo dos machos, e algumas sem sobreposigdo nos valores mais negativos,
enquanto uma grande parte dos machos ficaram totalmente separados das fémeas nos valores
positivos do PC1 (Figura 3.14 a). O PC2 indicou uma sobreposi¢do dos escores individuais.
Resultados similares foram encontrados nas analises feitas utilizando um menor nimero de
marcos anatdmicos na vista dorsal (Figura 3.15), apresentando uma ampla sobreposicdo entre
machos e fémeas, e um padrao de distribuicdo similar ao descrito anteriormente no PC1 e PC2.
As grades de deformacdo representando as mudangas na forma explicadas pelos valores
positivos do PC1, em ambas as analises, demonstram um padrdo similar, no entanto as
deformagdes representadas por um maior nimero de marcos anatémicos, Figura 3.15 (b),
fornecem maior cobertura da forma, sendo a configura¢do de marcos anatdmicos utilizada nas
andlises posteriores. Na figura 12, a grade de deformacdo representa as principais mudangas
explicadas pelos valores positivos do PC1 em referéncia a forma media. As principais
deformagdes sdo devidas a, uma expansdo nos nasais, os quais se fusionam com o frontal em
um ponto mais posterior do cranio, o processo pds-orbital fica mais proeminente, a constri¢ao
pods-orbital e a caixa craniana mais estreita e o arco zigomatico mais amplo, com a sutura jugal-

esquamosal posicionando se mais anteriormente.

Na vista ventral do cranio, o primeiro componente principal, PC1 explicou 51,84% da variancia,
em quanto o PC2 explicou 10,92%, totalizando entre os dois eixos um 62,76% da variancia total.
A andlise destes dois componentes, apresenta um padrdo semelhante ao ocorrido na vista
dorsal, com uma sobreposicdo quase total das fémeas sobre os machos nos valores negativos
do PC1, e uma porgdo pequena dos machos separados das fémeas nos valores mais positivos do

PC1 (Figura 3.16.a). Resultado similar foi encontrado na analise utilizando apenas os marcos
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anatémicos referidos em Astua (2010) na vista ventral (Figura 3.17 a), com os dois primeiros
componentes principais (PC1 e PC2) representando a maior porcentagem da variacdo (67,78%
e 11,01% respectivamente). O grafico apresentou o mesmo padrio de distribuicdo para machos
e fémeas nas duas analises sobre os eixos de maior varidncia da amostra. As grades de
deformagdo da vista ventral representam as principais mudangas da forma media (pontos azuis)
explicadas pelos valores positivos do PC1. De forma geral, analisando as duas grades de
deformagdo, pode se observar um encurtamento do rosto, com os foramens incisivos e os
marcos anatomicos do pré-maxilar deslocando se posteriormente. A serie pré-molar fica mais
estreita, e a serie molar se desloca para frente no maxilar. Na por¢do media, observa se um
palato mais curto e estreito, e um arco zigomatico mais cumprido e amplo. Na parte posterior
do cranio, observa se um posicionamento mais posterior do basi-occipital e os condilos
occipitais, assim como um estreitamento da caixa craniana. Da mesma forma que na vista dorsal,
a primeira configuracdo de marcos anatémicos oferece uma maior cobertura da forma, e
representa mudancas localizadas da forma que ndo aparecem na segunda configuracdo de

marcos anatémicos, por tanto foi utilizada nas andlises posteriores.
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Figura 3.14 - a) Grafico com os escores para os dois primeiros componentes principais para machos (azul)
e fémeas (vermelho) de P. frenatus na vista dorsal do cranio, com elipses do 90% de confianga. b) grade
de deformagdo da vista dorsal representando as mudangas da forma media (pontos azuis) para atingir a
forma explicada pelos valores positivos (acima)e negativos (embaixo) do PC1.
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Figura 3.15 - a) Grafico com os escores para os dois primeiros componentes principais para machos (azul)
e fémeas (vermelho) de P. frenatus na vista dorsal do cranio, com elipses do 90% de confianga. b) grade
de deformagéo da vista dorsal representando as mudangas da forma media (pontos azuis) para atingir a
forma explicada pelos valores positivos do PC1 (vetores). Nesta analise foram utilizados apenas os marcos
anatomicos de Astua (2010).
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Figura 3.16 - a) Grafico com os escores para os dois primeiros componentes principais para machos (azul)
e fémeas (vermelho) de P. frenatus na vista ventral do cranio, com elipses do 90% de confianca. b) grade
de deformagdo da vista ventral representando as mudangas da forma media (pontos azuis) para atingir a
forma explicada pelos valores positivos (acima) e negativos (embaixo) do PC1 (vetores).
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Figura 3.17 - a) Grafico com os escores para os dois primeiros componentes principais para machos (azul)
e fémeas (vermelho) de P. frenatus na vista ventral do cranio, com elipses do 90% de confianga. b) grade
de deformagao da vista ventral representando as mudangas da forma media (pontos azuis) para atingir a
forma explicada pelos valores positivos do PC1 (vetores). Nesta figura foram utilizados apenas os marcos
anatomicos de Astua (2010).

Na vista lateral do cranio, o PC1 explicou 44,99% da variancia, enquanto o PC2 explicou 16,91%,
totalizando 61,9% da variancia total. Nos dois eixos de maior variancia se observa um padrdo
de sobreposicdo de machos e fémeas similar ao descrito nas vistas dorsal e ventral, com a
maioria dos individuos sobrepostos, alguns machos nos valores positivos do PCl sem
sobreposi¢do com as fémeas, e algumas fémeas sem sobreposi¢do com os machos no quadrante
dos valores negativos do PC1 e positivos do PC2 (Figura 3.18). Utilizando a configuragdo de
marcos anatémicos definida por Astua (2010), obteve se um padrdo de distribuigdo similar nos
dois primeiros componentes principais PC1 e PC2, explicando o 43,15% e 17,38% da variagao
respectivamente (Figura 3.19). De forma geral, os valores positivos do PC1 na vista lateral do
cranio representam um encurtamento do rosto, um arco zigomdtico mais alto, com o processo
frontal do jugal mais pronunciado e um processo pés glenoide maior, enquanto o condilo
occipital se posiciona posteriormente, e a crista sagital apresenta se mais desenvolvida,
finalizando em uma regido mais posterior do cranio. As duas configuracdes de marcos
anatOmicos analisadas na vista lateral representam praticamente as mesmas mudancgas de
forma explicadas pelos valores positivos do PC1. No entanto, a primeira configuracdo de marcos
anatémicos, oferece informa¢des de mudancas na forma que ndo sdo visiveis na segunda
configuragdo, como o processo poés glenoide e a altura e largura do arco zigomatico, por tanto,

foi a configuragado utilizada nas analises de variagdo geografica.
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Figura 3.18 - a) Grafico com os escores para os dois primeiros componentes principais para machos (azul)
e fémeas (vermelho) de P. frenatus na vista lateral do cranio, com elipses do 90% de confianga. b) grade
de deformagdo da vista lateral representando as mudangas da forma media (pontos azuis) para atingir a
forma explicada pelos valores positivos do PC1 (vetores).
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Figura 3.19 - a) Grafico com os escores para os dois primeiros componentes principais para machos (azul)
e fémeas (vermelho) de P. frenatus na vista lateral do cranio, com elipses do 90% de confianga. b) grade
de deformagdo da vista lateral representando as mudangas da forma media (pontos azuis) para atingir a
forma explicada pelos valores positivos do PC1 (linhas azuis). Nesta figura foram utilizados apenas os
marcos anatdmicos de Astta (2010).
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3.2.2.2.2 - Anadlise Discriminante (AD)

Na vista dorsal a forma do cranio apresentou diferencas significativas entre machos e fémeas. A
tabela de classificacdo através de Analise Discriminante “cross-validation” indicou que 80% das
fémeas e 74% dos machos foram classificados corretamente nos grupos (sexos) (Tabela 14). A
analise Discriminante indicou a Distancia de Procrustes: 0,02150188; e a Distancia de
Mahalanobis: 1,9580. Obteve se o valor do T-quadrado: 269,0158, com P-valor
(paramétrico)<.0001. Os resultados dos P-valores para os testes de permutagdo (1000 replicas)
indicaram diferencias significativas entre a forma média de machos e fémeas na vista dorsal
(Distancia de Procrustes: <.0001; Distancia de Mahalanobis (T-quadrado): <.0001). O teste de
permutacdo utilizando o estatistico T-quadrado é equivalente ao teste utilizando a distancia de
Mahalanobis. O histograma de frequéncias de classificacdo entre machos e fémeas através de
Analise Discriminante “cross-validation” indicou uma leve sobreposicdo da forma. No entanto,
as frequéncias de classificagdo indicaram uma diferenciacdo da forma do cranio entre machos e
fémeas (Figura 3.20). As principais diferengas entre as formasmedias do cranio na vista dorsal
sdo representadas na figura 3.21. De acordo com o grafico, o cranio das fémeas apresenta um
arco zigomatico mais estreito ao nivel da sutura jugal-esquamosal. O processo pos-orbital é

menos pronunciado nas fémeas, e a constri¢cdo pos-orbital mais estreita nos machos.

Tabela 14 - Tabela de classificagdo da Analise Discriminante “cross-validation” na vista dorsal. A
coluna da esquerda indica o sexo determinado a priori, e a coluna “Resultado AD” indica a
classificacdo dos individuos nos grupos através da Anadlise Discriminante. Os niUmeros indicam o
numero de individuos classificados, e em parénteses a porcentagem que representa.

Sexo Resultado AD Resultado AD Total
Fémeas Machos
Fémeas 96 (80%) 24 (20%) 120 (100%)

Machos 41 (24,26%) 128 (74,41%) 169 (100%)
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Figura 3.20 - Histograma de freqliéncias dos escores disciminantes para machos e fémeas da amostra total
na vista dorsal através de um teste Jacknife (leave-one-out) “cross-validation”. Fémeas em barras

vermelhas, machos em barras azuis.
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Figura 3.21 - a) Grade de deformacgdo da vista dorsal representando as mudancgas da forma média das
fémeas (pontos azuis) para atingir a forma média dos machos (vetores). b) “Wireframe” do cranio de P.
frenatus em vista dorsal, mostrando as diferencias na forma do cranio através de Analise Discriminante,
entre a configuragdo média de fémeas (linhas azuis claras) e machos (linhas azuis escuras) da amostra

total. Os nimeros em vermelho indicam os marcos anatémicos.
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Na vista ventral, a forma do cranio apresentou diferencas significativas entre machos e fémeas.
A analise Discriminante indicou a Distancia de Procrustes: 0,01835973; e a Distancia de
Mahalanobis: 2,5526. Obteve se o valor do T-quadrado: 462,6954, com P-valor (paramétrico)
<.0001. Os resultados dos P-valorespara os testes de permutagdo (1000 réplicas) indicaram
diferencias significativas entre a forma média de machos e fémeas na vista dorsal (Distancia
deProcrustes: <.0001; Distancia de Mahalanobis(T-quadrado): <.0001). O teste de permutacdo
utilizando o estatistico T-quadrado é equivalente ao teste utilizando a distancia de Mahalanobis.
A tabela de classificacdo dos individuos indicou que 82,92% das fémeas e 84,52% dos machos
foram classificados corretamente através da Analise Discriminante “cross-validation” (Tabela
15). O histograma de frequéncias de classificagdo entre machos e fémeas através da Andlise
Discriminante “validagdo cruzada”, mostrou a diferencia¢do da forma do crdnio na vista ventral
com uma frequéncia de sobreposicdo muito baixaentre sexos (Figura 3.22). As principais
diferengas na forma do cranio na vista ventral sdo representadas na figura 3.23. As principais
diferencas na forma podem ser explicadas por um posicionamento mais anterior dos molares
M3 e M4 no cranio dos machos, e uma expansdo da sutura jugal-squamosal na parte posterior

do arco zigomatico indicando um arco zigomdtico mais grosso.

Tabela 15 - Tabela de classificagdo da Analise Discriminante “cross-validation” na vista ventral.
A coluna da esquerda indica o sexo determinado a priori, e a coluna “Resultado AD” indica a
classificacdo dos individuos nos grupos através da Anadlise Discriminante. Os nUmeros indicam o
nuimero de individuos classificados, e em parénteses a porcentagem que representa.

Sexo Resultado AD Resultado AD Total
Fémeas Machos
Fémeas 102 (82,92%) 21 (17,07%) 123 (100%)

Machos 26 (15,47%) 142 (84,52%) 168 (100%)
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Figura 3.22 - Histograma de frequéncias dos escores discriminantes para machos e fémeas na vista ventral
através do teste Jacknife (leave-one-out) “cross-validation”. Fémeas em barras vermelhas, machos em

barras azuis.

b)

Figura 3.23 - a) Grade de deformacgdo da vista ventral do cranio representando as mudangas da forma
média das fémeas (pontos azuis) para atingir a forma média dos machos (vetores). b) “Wireframe” do
cranio de P. frenatus em vista ventral, mostrando as diferencias na forma do cranio através da Analise
Discriminante, entre a configuragdo média de fémeas (linhas azuis claras) e machos (linhas azuis escuras)
da amostra total. Os nUmeros em vermelho indicam os marcos anatémicos.
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Na vista lateral do cranio, foram encontradas diferencas significativas na forma entre machos e
fémeas. A anadlise Discriminante indicou a distancia de Procrustes: 0,03592473; e a distancia de
Mahalanobis: 2,6701. Obteve se o valor do T-quadrado: 503,8848, com P-valor (paramétrico)
<.0001. Os resultados dos P-values para os testes de permutagdo (1000 replicas) indicaram
diferencias significativas entre a forma média de machos e fémeas na vista lateral (Distancia

deProcrustes: <.0001; Distancia de Mahalanobis(T-quadrado): <.0001).

A tabela de classificacdo através da andlise de “cross-validation” indicou que 89,3% das fémeas
e 83,33% dos machos foram classificados corretamente através da Andlise de Funcdo
Discriminante (Tabela 16). O histograma de frequéncias através da Analise Discriminante “cross-
validation”, mostrou a diferenciacdo da forma do cranio na vista lateral, com uma baixa
sobreposi¢do entre machos e fémeas (Figura 3.24).

As diferencias na forma nesta vista podem ser observadas principalmente no pré-maxilar, arco
zigomatico e na raiz posterior da crista sagital. Um pré-maxilar mais curto e um arco zigomdtico
mais alto, com o processo frontal do jugal mais proeminente é observado nos machos. Nas
fémeas, o pré-maxilar é mais cumprido e estreito, dando um formato mais afiado ao rosto. O
arco zigomatico nas fémeas apresenta se mais baixo, e o processo frontal do jugal com uma
curvatura mais leve, dando uma forma mais estilizada a essa estrutura. Na porg¢do posterior do
cranio, a raiz da crista sagital ficou localizada mais posteriormente nos machos do que nas
fémeas, indicando maior desenvolvimento dessa estrutura. Diferengas menos marcadas entre
machos e fémeas, podem ser encontradas também na amplitude do processo postglenoide e no

cumprimento da série molar (Figura 3.25).

Tabela 16 - Tabela de classificagdo da Analise Discriminante “cross-validation” na vista lateral. A
coluna da esquerda indica o sexo determinado a priori, e a coluna “Resultado AD” indica a
classificacdo dos individuos nos grupos através da Anadlise Discriminante. Os nUmeros indicam o
nimero de individuos classificados, e em parénteses a porcentagem representada

Sexo Resultado AD Resultado AD Total
Fémeas Machos
Fémeas 109 (89,3%) 13 (10,6%) 122 (100%)

Machos 28 (16,5%) 140 (83,33%) 168 (100%)
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Figura 3.24 - Histograma de frequéncias dos escores discriminantes para machos e fémeas da amostra

total na vista lateral através do teste Jacknife (leave-one-out) “cross-validation”. Fémeas em barras

vermelhas, machos em barras azuis.
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Figura 3.25 - (a) Grade de deformagdo com vetores de deslocamento dos marcos anatémicos na vista
lateral do cranio. Os pontos azuis indicam a forma média das fémeas e os vetores indicam o deslocamento
dos marcos anatémicos até a forma média dos machos. (b) “Wireframe” do cranio de P. frenatus em vista
lateral, mostrando as diferencas na forma do cranio através da Analise Discriminante, entre a
configuragdo média de fémeas (azul claro) e machos (azul escuro) da amostra total. Os nimeros em
vermelho indicam os marcos anatémicos.
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3.3 - Variagdo geografica na forma do cranio de Philander frenatus.
3.3.1 - Variagdo geografica nos machos agrupados em Macrolocalidades1.

3.3.1.1 — Analises de componentes principais (PCA).
O resultado da PCA nas trés vistas do cranio, utilizando unicamente os machos, ndo indicou

nenhum padrdo de estruturagdo das populagGes (Figura 3.26). Na vista dorsal os dois primeiros
componentes principais explicaram o 36% da varia¢do (PC1 22,82% e PC2 14,1%), na vista
ventral, explicaram 0 63,91% (PC1 53,85% e PC2 10,06%) e na vista lateral 0 61,7% (PC1 46,66%
e PC2 15,03%). Em nenhuma das vistas o PC3 explicou mais do 10% da varia¢do da forma, por

tanto somente os dois primeiros PCs foram analisados.
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Figura 3.26 - Grafico dos escores, para os dois primeiros PC das vistas (a)dorsal, (b)lateral e (c)ventral do
cranio dos machos de P. frenatus, mostrando a variagdo entre blocos geograficos agripados em
Macrolocalidades1: Pontos vermelhos A:corredor Central da MA; Pontos verdes B: corredor cerrado-zona
da mata; Pontos azuis C: corredor da Serra do mar; Pontos roxos D: corredor interior da MA. Elipses de
confianga do 95%, para cada bloco geografico.
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3.3.1.2 - Analises de Varidveis Candénicas (CVA)

Os graficos da CVA indicam as mudancas da forma associada a cadavariavel candnica (CV). O
fator de escala das mudancas da forma dos graficos das VCs sdo unidades de Mahalanobis (a
mudanca da forma por unidade de variacdo da forma dentro dos grupos), que sdo as mesmas
unidades indicadas nos eixos das CVs (Klingenberg, 2011). O fator de escala utilizado em cada
grafico (“wireframe”) representando as mudangas da forma em cada eixo nos valores positivos
e negativos da varia¢do, foi definido de acordo com a amplitude maxima da variagdo do eixo

candnico, e é indicado em cada figura.

Na vista dorsal, os dois primeiros eixos candnicos (CV1 e CV2) explicaram o 78,64% (46,47% e
32,17% respectivamente) da variacdo na forma entre blocos geograficos. J& o eixo CV3
representou o 21,3% da variacdo na forma. A projecdo dos escores individuais revelou uma
sobreposicdo dos blocos no CV1. A CV2 separou o bloco D dos blocos A e C, enquanto a CV3
separou o bloco D dos blocos A e B (Figura 3.27 a). O bloco D apresentou as maiores distancias

de Procrustes e de Mahalanobis, quando comparados os pares de grupos (Tabelas 18 e 19).

As principais deformacgdes associadas aos valores positivos do CV2 e negativos do CV3 estdo
representadas na figura 3.27 (b). Os valores positivos do CV2 indicam uma expansdo da caixa
craniana na regido posterior do arco zigomdtico e na regido mais posterior do cranio, uma
expansdo dos frontais na regido da maxima constri¢cdo postorbital, e um encurtamento do pre-
maxilar. Os valores negativos do CV3 indicam uma diminuicdo do processo postorbital, ficando
mais acentuado, um deslocamento relativo posterior da sutura entre parietais e frontais, uma
constricdo na parte posterior da caixa craniana ao nivel do processo mastdideo do petrosal, e
um leve alongamento do rosto, com pré maxilares mais cumpridos. As distancias de Procrustes
e de Mahalanobis entre os pares de blocos geograficos avaliados indicaram o bloco D como o
mais distante da forma média dos outros 3 blocos. Os valores mais altos das distancia de
Procrustes foram encontrados entre os blocos D—B e D - C, enquanto os menores valores foram
entre C — D (Tabela 18). As distancias de Mahalanobis indicaram resultados similares aos

indicados pelas distancias de Procrustes (Tabela 19).
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Tabela 17 - Distancias de Procrustes entre os blocos populacionais Macropopulagoesl.
Resultados do CVA na vista dorsal do cranio dos machos.

A B C
B 0.0217
c 0.0155 0.0117
D 0.0285 0.0321 0.0299

Tabela 18 - Distancias de Mahalanobis entre os. Resultados do CVA na vista dorsal do cranio dos

machos.
A B C
B 2.9800
C 2.3945 1.8243
D 4.8196 4.9835 4.9947
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Figura 3.27 - Grafico com os escores das variaveis candnicas (a) CV1 e CV2, e (b) CV2 e CV3, mostrando a
variagdo entre os machos de P. frenatus na vista dorsal do cranio. As letras indicam o bloco geografico: A:
Corredor central da Mata Atlantica. B: corredor cerrado-zona da mata. C: corredor da serra do mar. D:
interior da Mata Atlantica SP Parana. Elipses de confianga do 95%, para cada bloco geogréfico.
“Wireframe” da configuracdo média de marcos anatdémicos do cranio na vista lateral (azul claro)
sobreposta a forma (azul escuro) explicada pelos valores (c)negativos da CV1, (d) positivos da CV1, (e)
negativos da CV3, (f) positivos da CV3. (CV1 escala 8.0; CV3 escala 4.0)
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A configuracdo média de marcos anatémicos do bloco D na vista dorsal foi comparada a
configuragdo media da amostra para avaliar as principais deformagdes do cranio (Figura 3.28).
A grade de deformacdo com vetores de deslocamento, indicou que as principais mudancgas da
forma no bloco D sdo devidas a uma compressdo antero-posterior dos pre-maxilares indicando
um rosto mais curto, uma leve expansdo lateral na regido media do arco zigomatico, uma
expansdo posterior do frontal e parietais, com uma leve compressdo antero-posterior do

interparietal.

(a) el . *

ot O
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(b)

Figura 3.28 - Grafico representando as mudangas da forma media do cranio na vista dorsal, para atingir a
forma media do crénio do bloco D. a) Grade de deformagdo indicando as mudancas da forma media da
amostra (pontos azuis) para atingir a forma media do cranio do bloco D (vetores). b) “wireframe” da
configuragdo média de marcos anatémicos do cranio dos machos na vista dorsal (azul claro), sobreposta
a forma media do cranio do bloco D (azul escuro). Escala 1.0.
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Na vista ventral do cranio, os dois primeiros eixos de variaveis candnicas (CV1 e CV2) explicaram
082,56% (52,82% e 29,7% respectivamente) da variacdo entre blocos geograficos. Observou-se
uma sobreposicdo marcada dos quatro blocos no CV1 e no CV2, e menos marcada no CV3, que
afastou o bloco D dos demais blocos, colocando este totalmente nos valores negativos do eixo
(Figura 3.29), mas ndo foi discriminado totalmente ao longo do eixo. As distancias de Procrustes
entre pares de blocos indicaram os maiores valores entre os blocos A - B, e os menores entre os
blocos A — C (Tabela 20). As distancias de Mahalanobis foram maiores entre os blocos D —C, e
menores entre os blocos D — B (Tabela 21). A configuragdo média de marcos anatémicos do
bloco D na vista ventral foi comparada a configuracgdo media da amostra para avaliar as
principais deformacg&es do cranio (Figura 36). A grade de deformagdo com vetores indicou que
as principais mudangas da forma no bloco D sdo devidas a uma expansdo lateral da regido

posterior do arco zigomatico.

Tabela 19 - Distancias de Procrustes entre blocos geograficos (Macropopulagoesl). Resultados do CVA na
vista ventral do cranio dos machos.

A B C
B 0,0238
c 0,0114 0,0150
D 0,0210 0,0174 0,0166

Tabela 20- Distancias de Mahalanobis entre os blocos geograficos (Macrolocalidadesl). Resultados do
CVA na vista ventral do cranio dos machos.

A B C
B 2.7353
c 2.4969 1.9319

D 4.3455 4.7291 5.0316
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Figura 3.29 - Grafico com os escores das varidveis candnicas CV1 e CV2 (a) e CV1 e CV3 (b), mostrando a
variagdo entre os machos de P. frenatus na vista ventral do cranio. As letras e as cores indicam o bloco
geografico: A: Corredor central da Mata Atlantica. B: corredor cerrado-zona da mata. C: corredor da serra
do mar. D: interior da Mata Atlantica SP Parana. Elipses de confian¢a do 95%, para cada bloco geografico.
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Figura 3.30 - Grade de deformagdo evidenciando as mudancgas da forma média do cranio dos machos na
vista ventral (pontos azuis), para atingir a forma média do cranio do bloco D (vetores). Escala 1.0.

Na vista lateral do cranio, os eixos de varidveis canénicas CV1 e CV2 explicaram o 75,6% da
variancia (CV1:40,41%; CV2:35,24%), enquanto a CV3 foi responsavel pelo 25,3%. O bloco D foi
discriminado nos valores positivos do CV1, e parcialmente discriminado nos valores positivos do
CV2, separando esse bloco totalmente no espago dos dois primeiros eixos de varidveis candnicas
(Figura 3.31 a). A CV3 indicou uma sobreposi¢do dos blocos geograficos, mas separou o bloco D,
localizado nos valores negativos, do bloco A, localizado em sua maioria nos valores positivos
(Figura 3.31 b). Os valores positivos do CV1 estdo associados a uma caixa craniana mais alta, um
arco zigomaticomais altoe expandidoanteriormente, com processo frontal do jugal mais
notério.Observa se também um encurtamento do rosto, com regidgo superior do maxilar
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expandida anterior e dorsalmente, um pre-maxilar mais alto e estreito, processo postglenoideo
maior, e raiz posterior da crista sagital finalizando mais anteriormente no cranio (Figura 3.31 d).
Os valores negativos da CV1 sdo associados a deformagGes contrarias as explicadas pelos valores
positivos do eixo (Figura 3.31 c). Os valores positivos do CV3 estdo associados principalmente a
um rosto curto e comprimido, expansdo da porgdo superior e posterior da caixa craniana, crista
sagital mais desenvolvida, arco zigomdaticoexpandido anteriormente, robusto, com inflexao
inferior do jugal mais acentuada,sutura jugal-esquamosal deslocada anteriormente ingressando
mais no jugal, e base do processo postglenoide mais larga (Figura 3.31 f).Os valores negativos
da CV3 estiveram associados a deformagdes contrarias as descritas para os valores positivos
deste eixo (Figura 3.31 e).

As distancias de procrustes entre pares de blocos geograficos indicaram os valores mais altos
entre os blocos D — A, e os mais baixos entre C — A (Tabela 22). As distancias de Mahalanobis
indicaram os maiores valores entre os blocos D — B (Tabela 23). A configuragdo média de marcos
anatomicos do bloco D na vista lateral foi comparada a configuragdo média da amostra para
avaliar as principais deformacdes do cranio (Figura 3.32). As deformacdes foram acessadas
através do grafico de grades de deformag¢do com vetores de deslocamento e também através
da sobreposicdo do “wireframe” das formas medias. As principais mudancas da forma do cranio
no bloco D sdo devidas a uma compressao anterior do pre-maxilar, acompanhada de uma
expansdo do maxilar na regido antero-superior. O cranio se apresenta mais alto, com crista
sagital alta, desenvolvida, com raiz posterior posicionada mais anteriormente. O parietal se
expande posteriormente, enquanto o arco zigomatico, apresenta-se mais robusto na margem
inferior, com a raiz anterior do jugal levemente mais baixa.
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Figura 3.31 - Grafico com os escores das variaveis candnicas (a)CV1 e CV2, e (b) CV1 e CV3, mostrando a
variacdo entre os machos de P. frenatus na vista lateral do cranio. As letras indicam o bloco geografico: A:
Corredor central da Mata Atlantica. B: corredor cerrado-zona da mata. C: corredor da serra do mar. D:
interior da Mata Atlantica SP Parana. Elipses de confianga do 95%, para cada bloco geogrifico.
“Wireframe” da configuracdo média de marcos anatdmicos do cranio na vista lateral (azul claro)
sobreposta a forma (azul escuro) explicada pelos valores (c)negativos da CV1, (d) positivos da CV1, (e)
negativos da CV3, (f) positivos da CV3. (CV1 escala 8.0; CV3 escala 4.0)



81

Tabela 21 - Distancias de Procrustes entre os blocos geograficos (Macrolocalidadesl).
Resultados do CVA na vista lateral do cranio dos machos.

A B C
B 0.0439
C 0.0157 0.0332
D 0.0434 0.0396 0.0386

Tabela 22- Distancias de Mahalanobis entre os blocos geogréficos. Resultados do CVA na vista
lateral do cranio dos machos.

A B C
B 2.8178
c 2.6262 2.1921
D 6.2321 6.5290 6.1688
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Figura 3.32 - Grafico representando as mudangas da forma media do cranio na vista lateral, para atingir a
forma media do crénio do bloco D. a) Grade de deformacgdo indicando as mudancas da forma media da
amostra (pontos azuis) para atingir a forma media do cranio do bloco D (vetores). b) “wireframe” da
configuragdo média de marcos anatdomicos do cranio dos machos na vista lateral (azul claro), sobreposta
a forma mediado cranio do bloco D (azul escuro). Escala 1.0.
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3.3.2 - Variagdo geografica nos machos agrupados em Macrolocalidades2

3.3.2.1 - Anélises de componentes principais (PCA)

Principal component 2

0,00

A anadlise de PCA nas vistas dorsal, ventral e lateral do cranio, utilizando unicamente os machos,

indicou uma sobreposicdo dos blocos geograficos quando agrupados em macrolocalidades2,

apresentando uma ampla sobreposi¢do nos dois primeiros PCs das trés vistas. As porcentagens

davariacdo explicada pelos dois primeiros componentes principais em cada vista sdo os mesmos

valores apresentados na utilizando as macropopulacoesl como agrupamento de visualizagdo. A

distribuicdo dos escores do cranio dos machos nas vistas dorsal, ventral e lateral, nos dois

primeiros componentes principais é apresentada na figura 3.33, com os individuos agrupados

em Macropopulagdes?2.

0,04 0,02 0,00 002 0,04 0,08

Principal component 1

Principal component 2

Principal component 2

010

0,00

-0.08 0,00

Principal component 1

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

0,00 0,02
Principal component 1

Figura 3.33 - Grafico dos escores, para os dois primeiros componentes principais das vistas (a)dorsal,
(b)lateral e (c)ventral do cranio de P. frenatus, mostrando a variagdo entre blocos geograficos
(macrolocalidades2): Al: corredor Central da MA da Bahia; A2: corredor central da MA Espirito santo B1:
corredor cerrado-zona da mata interior; B2: corredor cerrado-zona da mata leste; C1: sul do corredor da
serra do mar; C2: norte do corredor da serra do mar; C3: interior do corredor da serra do mar; D: corredor
interior da MA de SP e PA. Elipses de confianga do 95%, para cada bloco geografico.
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3.3.2.2 - Analises de Variaveis Canonicas (CVA) dos machos agrupados em macrolocalidades2.
Na vista dorsal do cranio, a CVA foi realizada excluindo o bloco Al: Corredor central da MA Bahia

(n=1). Os trés primeiros eixos de variaveis candnicas (CV1, CV2 e CV3) evidenciaram algum tipo
de separacgdo entre blocos, e juntos explicaram o 75.1% da variacdo acumulada (29.6%, 28.3% e

17.56% respectivamente).

A projecao dos escores individuais apresentou uma grande sobreposicao entre blocos
geograficos, com exce¢do do bloco D, que foi discriminado nos valores negativos da CV1,
separado no espago da CV1 dos blocos A2 B1 e C3. Em relagdo a CV2, o bloco D ficou localizado
nos valores negativos do eixo, mas parcialmente sobreposto aos demais blocos que
apresentaram uma distribuicdo ampla nos valores positivos e negativos da CV2 (Figura 3.34a).
Ao longo do CV3 a unica separagdo entre grupos foi entre o bloco D nos valores positivos e o

bloco C3 em valores mais negativos do eixo (Figura 3.34 b).

As distancias de Procrustes indicaram os maiores valores entre os blocos D-B1 e D-C2, enquanto
as menores distancias foram entre os blocos B2-B1 e C2- B1 (Tabela 24). As distancias de
Mahalanobis indicaram os maiores valores entre os blocos D—C3 e D—-B1, enquanto os menores
valores foram entre os blocos C2 —B1 (Tabela 25). A configuracdo média de marcos anatémicos
do bloco D na vista dorsal foi comparada a configuragdo media da amostra para avaliar as
principais deformagdes do cranio associadas com esse bloco. A grade de deformagdo com
vetores indicou que as principais mudangas sao devidas a uma contragao anteroposterior do
pré-maxilar, com um rosto mais curto, e uma leve expansao lateral do arco zigomatico na raiz

anterior do jugal e na por¢dao media, e uma expansao posterior do frontal (Figura 3.35).
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Figura 3.34 - (a) Grafico dos escores, para as Varidveis Candnicas CV1 e CV2 da vista dorsal do cranio de
machos de P. frenatus. (b) Grafico dos escores, paraCV1 e CV3 da vista dorsal do cranio. Variagdo entre
blocos geogréficos: A2: corredor central da MA Espirito santo B1: corredor cerrado-zona da mata interior;
B2: corredor cerrado-zona da mata leste; C1: sul do corredor da serra do mar; C2: norte do corredor da
serra do mar; C3: interior do corredor da serra do mar; D: corredor interior da MA de SP e PA. Elipses de
confianga do 95%. (c) “Wireframe” da configuragdo média de marcos anatdomicos na vista dorsal (azul
claro) sobreposta a forma explicada pelos valores negativos da CV1. (d) “Wireframe” da configuragdo
média de marcos anatdmicos na vista dorsal (azul claro) sobreposta a forma explicada pelos valores
positivos da CV1. Escala 4.0.
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Figura 3.35 - Grade de deformagdo evidenciando as mudangas da forma media do cranio dos machos na
vista dorsal (pontos azuis), para atingir a forma media do cranio do bloco D (vetores). Analises por
Macrolocalidades2. Escala 1.0.

Na vista ventral do créanio, a andlise de varidveis canonicas, discriminou a populagdo Al:
Corredor central da MA Bahia (n=1) nos valores positivos da CV1 e da CV2, longe das outras
populagbes. Devido a que somente foi analisado um individuo desta populagdo, foi retirado
desta analise. Uma nova andlise de varidveis can0nicas foi realizada utilizando os sete blocos
restantes (Figura3.36). Os dois primeiros eixos de varidveis candnicas (CV1 e CV2) explicaram o
59.3% da variancia (37.08% e 22.23% respectivamente). Nenhum dos blocos geograficos foi
discriminado totalmente dos outros nos eixos canoénicos. A pesar desta ampla sobreposicdo, a
CV2 localizou o bloco D nos valores negativos e o bloco C1 nos positivos, ficando separados ao
longo do eixo. De forma similar, o bloco D foi separado do bloco B2 ao longo do quinto eixo

(CV5), responsavel por 8.9% da varidncia.

As deformacdes explicadas pelos valores negativos da CV1 na vista ventral do cranio dos machos
sdo associadas a um rosto mais curto na regido do pré-maxilar e o palato, e mais largo na regido
da série molar, apresentando o maxilar menor. A distancia entre o palato e o basi-occipital
aumenta, a regido media da caixa craniana fica mais estreita e a regido posterior mais ampla,
enquanto o basi-occipital e os condilos occipitais posicionam-se mais posteriormente no cranio
(Figura 3.36 c). As principais mudangas da forma explicadas pelos valores positivos da CV1 sdo
associadas a um rosto estreito e cumprido na regido do pré-maxilar e o palato, um maxilar mais

cumprido e posicionado posterior mente. O espaco entre o palato e o basi-occipital diminui,
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sendo este Ultimo mais amplo. A regido media da caixa craniana fica mais ampla enquanto a
por¢do posterior do cranio mais estreita, com os céndilos occipitais mais curtos (Figura 3.36d).
Os valores negativos da CV2 s3do associados principalmente a um rosto estreito, com serie molar
mais cumprida e serie pré-molar maior, palato largo, raiz posterior do arco zigomdtico estreita
e posicionada anteriormente, basi-occipital expandido anteriormente, e céndilos occipitais
levemente mais espagados um do outro (Figura 3.36 e). As deformacgdes explicadas pelos valores
positivos da CV2 sdo associadas principalmente a um encurtamento do pré-maxilar, expansido
lateral do rosto com serie pré-molar menor e serie molar posicionada anteriormente, palato
mais curto, raiz posterior do arco zigomatico mais larga e posicionada posteriormente. A regido
media da caixa craniana fica mais estreita, o basi-occipital sofre uma contragdo, eo espacgo entre
condilos occipitais diminui (Figura 3.36 f). As deformacgdes explicadas pelos valores positivos da
CV5 foram similares as associadas pelos valores positivos da CV2 (Figura 3.36 f). Resultados
similares foram visualizados nos valores negativos da CV5, com mudangas da forma associadas

as explicadas pelos valores negativos da CV2 (Figura 3.36 e).

As distancias de procrustes entre pares de blocos geograficos na vista ventral do cranio
indicaram os maiores valores entre os blocos D —B1 e D — C2, e os menores entre os blocos B1
— B2 e B1 — C2 (Tabela 26). As distancias de Mahalanobis entre pares de blocos geograficos
indicou o bloco D como o mais distante, apresentando os valores mais altos, com os maiores
valores entre os blocos D — B1 e D — C2. As menores distancias de Mahalanobis foram entre os

blocos C2 —B1 e C3 — B1 (Tabela 27)

A configuragdo média de marcos anatdomicos do bloco D na vista ventral foi comparada a
configuragdo média de marcos anatdomicos da amostra para avaliar as principais deformagdes
do cranio associadas a esse bloco (Figura 3.37). As diferengas da forma sdo representadas na
grade de deformacgdo com vetores de deslocamento dos marcos anatomicos. As principais
diferencas entre a configuracdo media do bloco D e a configuracdo de referéncia na vista ventral,
sdo caracterizadas por uma compressdo anteroposterior do maxilar, evidenciando um rosto
levemente mais curto. O arco zigomatico se expande lateralmente tanto na regido anterior como

na regido posterior (na sutura jugal-esquamosal).
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Figura 3.36 - (a) Gréfico dos escores da Andlise de Variaveis Candnicas (CV1 e CV2) da vista ventral do
cranio de machos de P. frenatus. (b) Grafico dos escores, para as Variaveis Candnicas (CV1 e CV5) da vista
ventral do cranio de machos de P. frenatus. Variagdo entre blocos geograficos: A2: corredor central da
MA Espirito santo B1: corredor cerrado-zona da mata interior; B2: corredor cerrado-zona da mata leste;
C1: sul do corredor da serra do mar; C2: norte do corredor da serra do mar; C3: interior do corredor da
serra do mar; D: corredor interior da MA de SP e PA. Elipses de confianca do 95%, para cada bloco
geografico. “Wireframe” da configuragdo média de marcos anatdmicos na vista ventral do cranio dos
machos (azul claro), sobreposta as deformagdes explicadas pelos eixos de variaveis canénicas (azul
escuro) nos valores negativos (c) e positivos (d) da CV1, e aos valores negativos (e) e positivos (f) da CV5.
Escala 4.0.
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Figura 3.37 - Grade de deformac&o evidenciando as mudangas da forma media do cranio dos machos
na vista ventral (pontos azuis), para atingir a forma media do cranio do bloco D (vetores). Analises por
Macrolocalidades2. Escala 1.0.

Na vista lateral do cranio dos machos, foram feitas as analises de variaveis canbnicas entre os
blocos geograficos excluindo o bloco Al (n=1). Os dois primeiros eixos de variaveis canfnicas
(CV1 e CV2) explicaram o0 51.39% da variancia (31.29% e 20.09% respectivamente). A projecdo
dos escores individuais do cranio dos machos na vista lateral, ndo separou completamente
nenhum dos blocos, mas evidenciou uma separagdo entre alguns dos blocos geograficos. O
primeiro eixode varidveis candnicas (CV1) indicou uma separagdo entre o bloco A2 (nos valores
positivos) e os blocos D e C1 (nos valores negativos). O segundo eixo de varidveis candnicas(CV2)
evidenciou uma separac¢do do bloco D nos valores mais positivos, discriminado completamente
de todos os blocos exceto dos blocos C1 e C2 com os que se sobrepde parcialmente (Figura
3.38a). Nenhum dos outros eixos de varidveis candnicas indicou separacdo entre os blocos
geograficos.

As distancias de Procrustes entre pares de blocos geograficos na vista lateral do cranio dos
machos indicaram os maiores valores entre os blocos C2 - C1 e C1 — A2 (Tabela 28). As distancias
de Mahalanobis entre pares de blocos geografico indicaram o bloco D com os valores mais altos
das comparagbes. Os pares de blocos com os maiores valores foram entre D — B2 e D — C3,
enquanto as menores distancias foram entre os blocos C2 — A2 e C2 — B1 (Tabela 29).

As principais deformacgdes do cranio na vista lateral, associadas aos valores positivos da CV1, sdo
um rosto mais curto, devido a contracdo anteroposterior maxilar. O arco zigomatico sofre uma
expansdo, fica mais alto e largo, com a inflexdo inferior do jugal e o processo frontal do jugal
deslocando-se anteriormente, apresentando curvaturas mais proeminentes. O processo post-
glenoideo se expande posteriormente assim como o cdndilo occipital e caixa craniana na regido
posterior. A crista sagital apresentasse mais alta e desenvolvida, finalizando mais
posteriormente (Figura 3.38c). Os valores negativos da CV1 indicam deformagbes opostas as
ocorridas nos valores positivos do eixo. Sdo associadas a um rosto cumprido e estreito, com
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maxilar expandido, anteriormente alongando o rosto, e posteriormente deslocando o Arco
zigomatico. O arco zigomatico apresentasse mais esbelto e fino, com a inflexdo inferior e o
processo frontal do jugal posicionadas posteriormente e com curvaturas menos proeminentes.
O processo post-glenoideo se contrai na margem posterior, enquanto o condilo occipital
posicionasse mais anteriormente. A regido posterior da caixa craniana se contrai, e a crista
sagital apresentasse menos desenvolvida (Figura 3.38b). Os valores negativos da CV2 foram
associados a um rosto cumprido e achatado com maxilar expandido e pré-maxilar deslocado
anteriormente, serie molar mais cumprida. Arco zigomatico esbelto, com inflexdo inferior e
processo frontal do jugal deslocadas posteriormente. Processo post-glenoideo estreito, condilo
occipital posicionado anteriormente, crista sagital baixa e pouco desenvolvida, e parte posterior
da caixa craniana comprimida (Figura 3.38 d). J4 os valores positivos deste eixo (CV2) foram
associados a deformacdes opostas, apresentando um rosto mais curto e alto, serie molar menor,
arco zigomatico robusto, com curvatura da inflexdo inferior e processo frontal do jugal
proeminentes e posicionados anteriormente. Processo post-glenoideo expandido, céndilo
occipital menor, deslocando-se posteriormente, regido posterior da caixa craniana expandida, e
crista sagital alta e desenvolvida (Figura 3.38 e).

A configuragdo média de marcos anatdomicos do bloco D na vista lateral foi comparada a
configuragdo media da amostra para avaliar as principais deformag&es do cranio associadas a
esse bloco. As principais mudancas da forma foram devidas a deformag6es em varias regides do
cranio. Tanto o rosto como a caixa craniana se expandem, indicando cranio mais alto, na regiao
anterior, media e posterior. O maxilar se expande anteriormente, e o pré-maxilar se contrai
nas regides anterior e posterior. A raiz anterior do arco zigomatico se expande anteriormente
no maxilar, e ventralmente até o encontro com o processo postglenoideo, que se expande na
margem posterior. A crista sagital apresentasse alta, e menos cumprida (Figura 3.39).
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Figura 3.38 - (a) Grafico dos escores, para as duas primeiras Variaveis Candnicas (CV1 e CV2) da vista
lateral do cranio de machos de P. frenatus, mostrando a variagdo entre blocos geograficos: A2: corredor
central da MA Espirito santo B1: corredor cerrado-zona da mata interior; B2: corredor cerrado-zona da
mata leste; C1: sul do corredor da serra do mar; C2: norte do corredor da serra do mar; C3: interior do
corredor da serra do mar; D: corredor interior da MA de SP e PA. Elipses de confianca do 95%, para cada
bloco geografico. “Wireframe” da configuragdo média de marcos anatémicos na vista lateral do cranio
dos machos (azul claro), sobreposta as deformagées explicadas pelos eixos de varidveis canoénicas (azul
escuro) nos valores negativos(b) e positivos (c) da CV1, e aos valores negativos (d) e positivos (e) da CV2.
Escala 4.0.
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Figura 3.39 - Grade de deformagdo (acima) e “wireframe” (embaixo) evidenciando as mudangas da forma
media do cranio dos machos na vista lateral (pontos azuis), para atingir a forma media do bloco D
(vetores). Analises por Macrolocalidades2. Escala 1.0.

Tabela 23 - Distancias de Procrustes entre blocos geograficos das Macrolocalidades2. Resultados
do CVA na vista dorsal do craniodos machos.

A2 B1 B2 C1 C2 C3
B1 0,0213
B2 0,0252 0,0135
C1 0,0288 0,0238 0,0197
C2 0,0165 0,0136 0,0166 0,0254
C3 0,0168 0,0162 0,0185 0,0184 0,0166

D 0,0295 0,0330 0,0315 0,0294 0,0320 0,0311
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Tabela 24- Distancias de Mahalanobis entre os blocos geogréficos. Resultados do CVA na vista

dorsal do cranio dos machos.

A2 B1 B2 C1 C2 C3
B1 3,0239
B2 3,4031 2,5583
C1 3,4782 2,8671 2,5970
C2 2,5967 2,1573 2,5861 2,4641
C3 2,4841 2,3967 3,0743 3,2706 2,5926
D 5,0829 5,2896 4,8861 4,7503 5,2177 5,7412

Tabela 25 - Distancias de Procrustes entre blocos geogréficos em Macrolocalidades2. Resultados
do CVA na vista ventral do craniodos machos.

A2 B1 B2 C1 Cc2 C3
B1 0,0249
B2 0,0207 0,0127
C1 0,0332 0,0136 0,0174
C2 0,0089 0,0257 0,0186 0,0326
C3 0,0186 0,0107 0,0137 0,0180 0,0200
D 0,0207 0,0202 0,0146 0,0250 0,0201 0,0210
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Tabela 26 - Distancias de Mahalanobis entre os blocos geograficos das Macrolocalidades2.
Resultados do CVA na vista ventral do cranio dos machos.

A2 B1 B2 C1 Cc2 C3

B1 2,8196

B2 3,1859 3,0579

C1 3,9138 3,4439 3,8231

C2 2,8275 2,9481 2,2287 3,6930

c3 2,9961 3,1200 3,3237 3,3933 2,7981

D 4,7224 4,6542 5,7730 4,9125 5,6688 5,8453

Tabela 27 - Distancias de Procrustes entre os blocos geograficos, Macrolocalidades2. Resultados
do CVA na vista lateral do cranio dos machos.

A2 B1 B2 C1 Cc2 C3
B1 0,0387
B2 0,0477 0,0260
C1 0,0555 0,0238 0,0325
Cc2 0,0127 0,0395 0,0490 0,0561
C3 0,0366 0,0226 0,0196 0,0317 0,0391

D 0,0431 0,0317 0,0502 0,0387 0,0460 0,0429
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Tabela 28 - Distancias de Mahalanobis entre blocos geograficos, Macrolocalidades2. Resultados
do CVA na vista lateral do cranio dos machos.

A2 B1 B2 C1 Cc2 C3
B1 3,2418
B2 3,9441 3,6488
C1 5,0360 3,3489 4,2599
C2 2,8450 2,8777 3,6937 4,0531
c3 4,0535 4,4386 3,7180 4,9314 3,8212
D 6,6913 6,2006 7,5897 6,2644 6,5999 7,3530
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3.3.3 - Variacdo geografica nas fémeas agrupadas em Macrolocalidades1.

3.3.3.1 — Analises de componentes principais (PCA)
A andlise de componentes principais (PCA) nas trés vistas do cranio, utilizando unicamente as

fémeas na analise, indicou uma sobreposicdao dos quatro blocos geograficos ao longo dos dois
primeiros PCs. Na vista dorsal os dois primeiros PCs explicaram o 34,5% da variancia (PC1 20,75%
e PC213,84%), na vista ventral explicaram 0 57.6% (PC1 43.19% e PC2 14.4%) e na vista lateral o
56.35% da varidncia (PC1 35.9% e PC2 20.45%). As projecdes dos escores individuais dos blocos

geograficos nos eixos PC1 e PC2 das trés vistas estdo representadas na figura 3.40.
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Figura 3.40. Grafico dos escores, para os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) da
vista (a) dorsal, (b) ventral e (c)lateral do cranio de fémeas P. frenatus, mostrando a variagdo
entre blocos geograficos: A= corredor Central da MA (vermelho); B= corredor cerrado-zona da
mata (verde); C: corredor da Serra do mar (azul); D: corredor interior da MA (roxo).
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3.3.3.2 - Analise de Variadveis canonicas (CVA).
Na vista lateral do cranio, as primeiras variaveis candnicas (CV1 e CV2) explicaram 74,13% da

variacdo (39,4% e 34,66% respectivamente) da forma entre os blocos geograficos. Na CV1 os
blocos ficaram sobrepostos, enquanto na CV2 observou se uma sobreposicao parcial. O bloco A,
discriminado nos valores positivos do CV2 foi separado dos blocos D e B, discriminados nos
valores negativos. O bloco C apresentou uma pequena sobreposicdo com os blocos B e A, mas
foi separado do bloco D que ficou localizado no quadrante dos valores negativos do CV1 e do
CV2(Figura 3.41 a). O terceiro eixo de varidveis candnicas, CV3, que explicou o 25,8% da
variancia, foi visualizado contra os valores da CV2, discriminando o bloco D nos valores positivos
da CV3, deixando os outros trés blocos sobrepostos (Figura 3.41 d). As principais mudancas da
forma explicadas pelos valores positivos do CV2 sdo associadas a uma crista sagital mais
desenvolvida, com uma expansdo posterior da caixa craniana com o condilo occipital
posicionado mais posteriormente, um arco zigomatico mais alto e com processo frontal do jugal
mais proeminente. O pré-maxilar fica mais estreito e o rosto levemente mais fino. J4 os valores
negativos do CV2 indicam um estreitamento da caixa craniana, com o céndilo occipital
posicionado mais anteriormente, crista sagital menos desenvolvida, o arco zigomatico mais
baixo, de forma mais fina e com processo frontal do jugal pouco notdrio. Na regido do rosto, o
pré-maxilar se expande, e o rosto fica um mais alto (Figura 3.41 b). As principais mudangas da
forma explicadas pelos valores positivos do CV3, sdo associadas a um aumento da altura do arco
zigomatico, um encurtamento do pré-maxilar, e um cranio em geral, menos alto. Ja os valores
negativos do CV3 sdo relacionados a um arco zigomatico mais baixo, com uma curvatura mais
leve, e um pré-maxilar mais cumprido (Figura 3.41 c). As distancias de Procrustes entre pares de
blocos geograficos foram maiores entre os blocos D — C, enquanto os menores foram entre os
blocos A — C (Tabela 30). As distancias de Mahalanobis indicaram os valores mais altos quando
comparado o bloco D contra os outros. Os valores mais altos foram obtidos entre os blocos D —

A, enquanto os menores valores foram entre os blocos B — C (Tabela 31).

A configuragdo média de marcos anatdomicos do bloco D na vista lateral foi comparada a
configuragdo media da amostra para avaliar as principais deformagdes do cranio (Figura 3.42).
As principais deformacdes do cranio das fémeas em vista lateral, associadas a configuracao
media do bloco D, sdo um cranio mais achatado dorso-ventralmente, expansado anteroposterior
do frontal na margem superior do cranio, diminuindo a entrada dos nasais no frontal. O arco
zigomatico se contrai levemente na margem inferior do jugal, e se expande na margem superior

do esquamosal.
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Figura 3.41 - (a) Gréfico com os escores das variaveis candnicas CV1 e CV2, mostrando a variagdo entre as
fémeas de P. frenatus na vista lateral do cranio. As letras indicam o bloco geogriéfico: A: Corredor central
da Mata Atlantica. B: corredor cerrado-zona da mata. C: corredor da serra do mar. D: interior da Mata
Atlantica SP Parana. Elipses de confianga do 95%, para cada bloco geografico. (b) Grafico do “wireframe”
da configuragdo média de marcos anatémicos do cranio na vista ventral (azul claro) sobreposta a forma
explicada pelos valores positivos da CV2 (azul escuro; acima) e sobreposta aos valores negativos da CV2
(azul escuro; embaixo). (c) Grafico do “wireframe” da configuragdo média de marcos anatémicos do cranio
na vista lateral (azul claro) sobreposta a forma explicada pelos valores positivos da CV3 (azul escuro;
acima) e sobreposta aos valores negativos do CV3 (azul escuro; embaixo). (d) Grafico com os escores das
varidveis candnicas CV2 e CV3, mostrando a variagdo entre as fémeas de P. frenatus na vista lateral do
cranio. Escala 6.0.
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Figura 3.42 - Grafico representando as mudangas da forma media (macrolocalidadesl) do cranio das
fémeas na vista lateral, para atingir a forma média do cranio do bloco D. a) Grade de deformagdo
indicando as mudangas da forma media da amostra (pontos azuis) para atingir a forma média do cranio
do bloco D (vetores). b) “wireframe” da configuragdo média de marcos anatémicos do cranio dos machos
na vista lateral (azul claro), sobreposta a forma média do cranio do bloco D (azul escuro). Escala 1.0.

Tabela 29 - Distancias de Procrustes entre blocos geograficos. Resultados do CVA na vista lateral
do cranio das fémeas.

A B C
B 0.0233
C 0.0224 0.0234

D 0.0289 0.0295 0.0303
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Tabela 30 - Distancias de Mahalanobis entre os blocos geograficos. Resultados do CVA na vista
lateral do cranio das fémeas.

A B C
B 3.9249
c 3.4659 2.7730
D 6.0737 5.6076 5.6592

3.3.4 - Variagdo geografica nas fémeas agrupadas em macrolocalidades2.

3.3.4.1 — Analises de componentes principais (PCA)

A anadlise de varia¢do geografica nas fémeas foi feita com 7 blocos geograficos devido a auséncia
de fémeas no bloco Al (Corredor central da MA da Bahia). As andlises de componentes
principais, quando agrupados os individuos nas subdivisbes de macrolocalidades2,
apresentaram um padrdo similar na distribuicdo dos escores, com um amplo grau de
sobreposicdo dos blocos geograficos no espaco da forma do PC1 e PC2 (Figuras 3.43 e 3.44). Na
vista dorsal os dois primeiros componentes principais explicaram o 34.59% da variancia
(PC1=20.75% e PC2 = 13.84%), na vista ventral 0 60.16% (PC1=43.19% e PC2=16.9%) e na lateral
056.35% (PC1=35.9% e PC2=20.45%).
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Figura 3.43 - Gréfico dos escores nos dois primeiros componentes principais do cranio das fémeas de P.
frenatus na vista dorsal; Variagdo entre blocos geograficos (macrolocalidades2): A2: corredor central da
MA Espirito santo B1: corredor cerrado-zona da mata interior; B2: corredor cerrado-zona da mata leste;
C1: sul do corredor da serra do mar; C2: norte do corredor da serra do mar; C3: interior do corredor da
serra do mar; D: corredor interior da MA de SP e PA. Elipses de confianca do 95%, para cada bloco
geografico.
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Figura 3.44 - Gréfico dos escores nos dois primeiros componentes principais do cranio das fémeas de P.
frenatus nas vistas (a) ventral e (b) lateral; Variagdo entre blocos geograficos (macrolocalidades2):A2:
corredor central da MA Espirito santo B1: corredor cerrado-zona da mata interior; B2: corredor cerrado-
zona da mata leste; C1: sul do corredor da serra do mar; C2: norte do corredor da serra do mar; C3: interior
do corredor da serra do mar; D: corredor interior da MA de SP e PA. Elipses de confianga do 95%, para
cada bloco geografico.
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3.3.4.2 - Analises de varidveis candnicas (CVA)
A CVA da vista lateral do cranio das fémeas indicou que os dois primeiros eixos de variaveis

candnicas explicaram o 50.13% da varidncia (CV1 30.37%; CV2 19.75%). Nenhum dos blocos
geograficos foi discriminado completamente dos outros quando avaliados os eixos de variaveis
candnicas. No entanto, na CV1, o bloco D, localizado totalmente nos valores positivos do eixo,
foi discriminado dos blocos C2, A2 e B1. O segundo eixo de varidveis candnicas (CV2) indicou
uma sobreposicdo dos blocos geograficos ao redor dos valores médios, com excec¢do do bloco
C3, localizado nos valores negativos do eixo, discriminado do bloco C1 (Figura 3.45 a). A CV5
separou o bloco D nos valores negativos do eixo, dos blocos B1 e C3, localizados nos valores
positivos, enquanto a CV6 discriminou o bloco D nos valores negativos, separado do bloco C1,
apresentando uma sobreposicdo minima com A2 e B2 localizado em valores mais positivos

(Figura 3.46a).

Os valores negativos da CV1 foram associados a um cranio baixo, com pré-maxilar deslocado
posteriormente e maxilar comprimido antero-posteriormente, arco zigomdatico robusto, com
inflexdo inferior do jugal e processo frontal deslocados anteriormente e com curvaturas
proeminentes, processo post-glenoideo com margem posterior mais ampla, crista sagital alta,
desenvolvida longitudinalmente, e caixa craniana expandida na regido posterior, com o condilo
occipital posicionado mais posteriormente (Figura 3.46 b). Os valores positivos do CV1 foram
associados a uma expansdo anteroposterior do maxilar, com margem inferior maior, um arco
zigomatico baixo e esbelto, com inflexdo inferior do jugal e processo frontal deslocados
posteriormente, processo postglenoideo menor, crista sagital alta e curta, apresentando uma
compressdao posterior da caixa craniana e condilo occipital deslocado anteriormente,
aproximando-se ao processo postglenoideo (Figura 3.46 c). As deformagbes do cranio
associadas aos valores negativos da CV2 foram um cranio mais comprimido dorso-ventralmente,
com crista sagital desenvolvida, arco zigomatico alto e expandido na margem superior, e condilo
occipital posicionando-se anteriormente, mais préximo do processo postglenoideo (Figura 3.46
d). Os valores positivos da CV2 indicaram um cranio alto, com crista sagital baixa, arco
zigomatico com jugal robusto e esquamosal mais esbelto. O céndilo occipital se desloca

posteriormente e o processo postglenoideo se expande na margem anterior (Figura 3.46 e).

A configuracdo média de marcos anatémicos do bloco D na vista lateral foi comparada a
configuracdo media da amostra das macrolocalidades2, para avaliar as principais deformacdes
do cranio. As deformacgdes foram visualizadas através de grades de deformag¢do com vetores de
deslocamento e através da sobreposicdo do “wireframe” das formas medias (Figura 3.47). As

principais deformagdes do cranio associadas a forma média do bloco D, sdo devidas a uma
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expansdo anterior do maxilar, comprimindo o pré-maxilar, uma expansao dorsal do nasal,
frontal levemente deslocado posteriormente, crista sagital finalizando em um ponto mais
anterior do cranio, sendo mais curta, um leve deslocamento posterior da inflexdo inferior do

jugal, e da sutura jugal-esquamosal.

As distancias de Procrustes entre pares de blocos geograficos na vista lateral do cranio das
fémeas indicou os maiores valores entre os blocos C1 —C2 e C1 — D e os menores entre C2 — C3
(Tabela 32). As distancias de Mahalanobis indicaram os valores mais altos em todas as

comparagdes com o bloco D, e os menores entre os blocos C2 — A2 (Tabela 33).
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Figura 3.45 - a) Gréfico dos escores, para as duas primeiras variaveis candnicas (CV1 e CV2) da vista lateral
do cranio das fémeas de P. frenatus, mostrando a variagdo entre blocos geograficos: A2: corredor central
da MA Espirito santo B1: corredor cerrado-zona da mata interior; B2: corredor cerrado-zona da mata
leste; C1: sul do corredor da serra do mar; C2: norte do corredor da serra do mar; C3: interior do corredor
da serra do mar; D: corredor interior da MA de SP e PA. Elipses de confianga do 95%, para cada bloco
geografico. “Wireframe” da configuracdo média de marcos anatdémicos na vista lateral do cranio (azul
claro), sobreposta as deformacg&es explicadas pelos eixos de variaveis candnicas (azul escuro) dos valores:
(b) negativos da CV1; (c) positivos da CV1; (d) negativos da CV2; (e) positivos da CV2.
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Figura 3.46 - a) Grafico dos escores, para as variaveis canonicas (CV5 e CV6) da vista lateral do cranio das
fémeas de P. frenatus, mostrando a variagdo entre blocos geogréficos: A2: corredor central da MA Espirito
santo B1: corredor cerrado-zona da mata interior; B2: corredor cerrado-zona da mata leste; C1: sul do
corredor da serra do mar; C2: norte do corredor da serra do mar; C3: interior do corredor da serra do mar;
D: corredor interior da MA de SP e PA. Elipses de confianca do 95%, para cada bloco geografico.
“Wireframe” da configuragdo média de marcos anatdmicos na vista lateral do cranio (azul claro),
sobreposta as deformagGes explicadas pelos eixos de varidveis candnicas (azul escuro) dos valores: (b)
negativos da CV5; (c) positivos da CV5; (d) negativos da CV6; (e) positivos da CV6. Escala 4.0.
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Figura 3.47 - Grafico representando as mudangas da forma media (macrolocalidades2) do cranio das
fémeas na vista lateral, para atingir a forma média do cranio do bloco D. a) Grade de deformagdo
indicando as mudangas da forma media da amostra (pontos azuis) para atingir a forma média do cranio
do bloco D (vetores). b) “wireframe” da configuragdo média de marcos anatémicos do cranio dos machos
na vista lateral (azul claro), sobreposta a forma média do cranio do bloco D (azul escuro). Escala 1.0.

Tabela 31 - Distancias de Procrustes entre os blocos geograficos (Macrolocalidades2). Resultados do CVA
na vista lateral do cranio das fémeas.

A2 B1 B2 C1 C2 C3
B1 0,0309
B2 0,0263 0,0349
C1 0,0401 0,0256 0,0283
C2 0,0224 0,0312 0,0395 0,0456
C3 0,0247 0,0255 0,0321 0,0336 0,0213
D 0,0291 0,0425 0,0273 0,0415 0,0341 0,0277
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Tabela 32 - Distancias de Mahalanobis entre os blocos geograficos, (Macrolocalidades2). Resultados do

CVA na vista lateral do cranio das fémeas.

A2 B1 B2 C1 Cc2 C3
B1 4,6125
B2 4,5012 4,7307
C1 4,5823 4,1134 4,3907
Cc2 3,4877 4,0969 3,9461 4,0668
C3 5,5601 6,2692 5,249 5,8300 5,1985
D 6,3125 6,4037 5,925 5,6801 6,3585 6,7041
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3.3.5 - Analises de Componentes Principais da matriz das trés vistas do cranio dos machos.

O PCA da matriz dos residuos de Procrustes das trés vistas do cranio dos machos de P. frenatus
indicou que 0 PC1 (35.11%)e o PC2 (8.86%) explicaram juntos 0 43.97% da varidncia da amostra.
O grafico da distribuicdo dos escores individuais indicou uma ampla sobreposi¢cdo dos grupos
quando visualizados nas classificagdes de macrolocalidades1, e macrolocalidades2 (Figura 3.48
a, b), indicando que ndo ha um padrdo de distribuicdo ou agrupamento geografico identificavel
na variancia total da amostra.

3.3.6 - Analises de Componentes Principais da matriz das trés vistas do cranio das fémeas.

O PCA da matriz dos residuos de Procrustes das trés vistas do cranio das fémeas de P. frenatus
indicou que o PC1 (25.15%) e o PC2 (11.24%) explicaram juntos o 36.39% da variancia da
amostra. O grafico da distribuicdo dos escores individuais indicou uma ampla sobreposicdo dos
grupos nos dois primeiros PCs quando visualizados nas classificages de macrolocalidadesl, e
macrolocalidades2. Nenhum dos blocos geograficos foi discriminado dos outros, no entanto
qguando agrupados em macrolocalidadesl, os individuos do bloco B foram localizados quase por
completo nos valores positivos do PC1, enquanto os individuos do bloco A foram localizados em
sua maioria nos valores negativos do PC2 (Figura 3.49 a, b).

Quando os individuos foram agrupados por macrolocalidades2, os blocos mantiveram uma alta
sobreposi¢do, mas os blocos B1 e C1 ficaram em sua totalidade nos valores positivos do PC1.
Emboraalguns blocos tenham ficado localizados nos valores positivos ou negativos dos PCs, de
forma geral, a distribuicdo dos escores individuais nos dois primeiros PCs da matriz das trés
vistas do cranio das fémeas nao indica um padrao geografico da variacdo morfoldgica do cranio
identificavel através da variancia total da amostra.
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Figura 3.48. Gréfico dos escores do PC1 e PC2 da matriz de residuos de procrustes das trés vistas do cranio dos
machos de P. frenatus. a) Variagdo entre blocos geograficos macrolocalidades1; b) Variagdo entre blocos geograficos

macrolocalidades2.
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4- DISCUSSAO

4.1 - Dimorfismo sexual no cranio de Philander frenatus.

Nas trés vistas do cranio avaliadas foi encontrado dimorfismo sexual significativo em relacdo ao
tamanho (tamanho do centroide), no nivel intra-populacional e intraespecifico (Figura 3.4). O
cranio dos machos foi significativamente maior que o cranio das fémeas na analise da populagao
do Rio de Janeiro e na analise feita sobre a amostra total. Dimorfismo sexual no tamanho do
cranio de P. frenatus foi reportado em estudos anteriores com numero amostral menor (Astua
et al., 2000; Astua 2010), através de analises de morfometria geométrica utilizando o tamanho
do centroide como medida do tamanho. Os resultados deste trabalho confirmam assim, que em
P. frenatus, os machos apresentam em média cranios maiores que as fémeas. Hershkovitz (1997)
descrevendo o dimorfismo sexual no género Philander através de morfometria tradicional
relata que machos maduros com quatro molares completamente eclodidos sdo em promédio
maiores que as fémeas em massa corporal, cumprimento do cranio, e tamanho dos caninos. O
dimorfismo sexual do cranio em Didelphidae foi avaliado por Astua (2010), que testou a “regra
de Rensch” ou “Rensch’s rule” que diz que quando machos sdo maiores que as fémeas,
quantidades maiores de dimorfismo sexual no tamanho do corpo serdo encontradas em
espécies maiores, e inversamente, quantidades maiores de dimorfismo sexual sdo esperadas em
espécies menores quando as fémeas sdo maiores. Os resultados de Astia (2010) demonstraram
que, para familia Didelphidae, a regra de Rensch ndo se palica, e pelo contrério, encontraram
dimorfismo sexual com maior frequéncia em espécies menores, sempre com os machos maiores
qgue as fémeas. Além disso, os resultados do autor indicaram que o dimorfismo sexual em
Didelphidae ndo é homogéneo na familia nem dentro dos géneros da familia. Das quatro
espécies de Philander avaliadas por Astla (2010), P. mcilhenny e P. opossum ndo apresentaram
dimorfismo sexual no tamanho enquanto P. andersoni e P. frenatus apresentaram machos com
crénios maiores. O estudo de Sebastiao & Marroig (2013), avaliando as trajetérias ontogenéticas
de P. opossum e D virginianus, reportaram o dimorfismo sexual em ambas espécies, e afirmam
que as trajetdrias de crescimento de machos e fémeas de cada espécie sdo praticamente iguais.
Estes autores concluiram também que os dois géneros compartilham as mesmas orientagdes
das trajetdrias, mas a trajetdria de Didelphis é mais longa devido ao aumento do tamanho do
cranio, sendo esta a principal diferenga no processo ontogenético dos géneros. Encontraram
também que o dimorfismo sexual no cranio de Philander opossum surge a partir da idade 5,

guando os molares e pré-molares completam sua eclosdo e sdo funcionais (Tyndale-Biscoe &
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Mackenzie 1976), enquanto em D. virginianus surge uma idade mais cedo na ontogenia. E
possivel afirmar entdo, que espécimes adultos (denticdo completa e funcional) de P. frenatus e
P. opossum, apresentam dimorfismo sexual no tamanho do cranio ligado a tamanhos maiores
nos machos, mas a pergunta de em qual idade comeca a surgir esse dimorfismo em P. frenatus
ainda deve ser respondida. A falta de dimorfismo sexual no tamanho reportada em outras
espécies do género como P. mcilhenny (Astia 2010), provavelmente seja devido a o reduzido
numero de espécimes avaliados nas analises, portanto precisa ser reavaliada incluindo maior
numero de individuos. O dimorfismo sexual no tamanho do cranio reportado no presente
estudo, com machos apresentando cranios maiores que as femeas, era esperado de acordo com

estudos anteriores feitos em amostras menores desta espécie e em espécies proximas.

Em relagdo a forma do cranio, a analise de dimorfismo sexual intrapopulacional indicou padrées
muito similares aos revelados pela analise na amostra total, como indicados pelos graficos de
distribuicdo dos escores individuais do PC1 vs PC2 nas trés vistas do cranio, portanto a discussdo

¢ feita sobre os resultados obtidos nas analises da amostra total.

Nas trés vistas do cranio, as variagdes no morfo-espaco do PC1 associados a machos e fémeas
nos valores positivos e negativos respectivamente, foram similares as diferencas indicadas pela
sobreposicdo das formas medias encontradas entre machos e fémeas nos resultados das
Analises Discriminantes, ressaltando as regides do cranio com diferengas significativas entre

Sexos.

O PCA da vista ventral do cranio, indica uma ampla sobreposicdo dos escores ao longo dos dois
primeiros eixos (Figuras 3.14), enquanto as vistas dorsal e lateral indicaram uma sobreposi¢do
continua ao longo do PC2, e parcial no PC1, com machos nos extremos positivos e fémeas nos
extremos negativos do eixo (Figuras 3.16 e 3.18). As trés vistas do cranio revelaram diferente
grau de sobreposi¢do entre machos e fémeas ao longo do PC1, mas nunca uma separagdo total

dos escores.

Na vista dorsal, os valores positivos do PC1 associaram os machos a cranios com arco zigomatico
expandido lateralmente, constricdo pds-orbital mais estreita, processo pds-orbital mais
proeminente e uma e caixa craniana comprimida na regido temporal. A vista ventral indicou que
a posi¢do dos molares e pré-molares no maxilar foram os vetores de maior variagdo relativa, e
corroborou a expansao do arco zigomatico e estreitamento lateral da caixa craniana encontrada
na vista dorsal. A vista lateral foi a que apresento maiores variagdes na forma do cranio entre
machos e fémeas. Os machos dos valores mais positivos do PC1 foram associados

principalmente a cranios com arco zigomatico robusto e alto, rosto mais curto, crista sagital alta
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e mais desenvolvida posteriormente e uma compressao lateral da caixa craniana, enquanto as
fémeas dos valores extremos negativos do PC1 foram associadas a cranios com deformacdes

opostas as descritas para os machos.

Os histogramas de frequéncias dos escores discriminantes da andlise "validacdo cruzada”,
indicaram uma sobreposicdo parcial nas trés vistas do cranio. A pesar dessa sobreposicdo, as
distancias de Procrustes e distancias de Mahalanobis indicaram diferencias significativas na
forma media do cranio entre machos e fémeas nas vistas dorsal, ventral e lateral, com as maiores
distancias entre formas medias encontradas na vista lateral do cranio e as menores na vista
dorsal. As diferengas na forma do cranio entre machos e fémeas foram visualizadas comparando
as configuragées medias dos marcos anatémicos em cada vista, comprovando varios padrdes
descritos nas andlises de componentes principais. Este estudo confirma o dimorfismo sexual na
forma e tamanho do cranio de P. frenatus reportado por Astua et al. (2000) e Astua (2010) em
uma amostra menor através de morfometria geométrica, e acrescenta informac¢do descrevendo
as variagOes das estruturas do cranio envolvidas no dimorfismo sexual, ja que Astua et al. (2000)
e Astua (2010) n3o descreveram a varia¢do da forma relacionada ao dimorfismo sexual e

trabalharam com uma amostra menor que a do presente trabalho.

A sobreposicdo das formas medias de machos e fémeas na vista dorsal revelou que os machos
em relagdo as fémeas, apresentam arco zigomatico expandido lateralmente, caixa craniana
comprimida lateralmente na regido temporal, constricao pos-orbital mais estreita e processo
pos-orbital mais proeminente. A vista ventral foi a que menos dimorfismo revelou, com os
molares e pré-molares sendo responsdveis pela maior parte da variancia relativa, mas
corroborou alguns resultados da vista dorsal, mostrando uma constrigdo lateral da caixa
craniana e uma expansao lateral na regido posterior do arco zigomatico dos machos. A vista
lateral foi a mais informativa das trés, indicando mais caracteres dimorficos e as maiores
distancias entre a forma média de machos e fémeas. As diferencas mais notdrias foram
observadas no arco zigomatico. Este é relativamente mais robusto, com maior altura e largura
nos machos e apresenta uma expansao anterior relativa a uma compressao do maxilar. Estes
apresentaram também um rosto mais curto e uma crista sagital posteriormente mais
desenvolvida que a crista das fémeas. Estes resultados coincidem com a descricdo de
Hershkovitz (1997) sobre o dimorfismo sexual no género, quem relata que a caixa craniana é
relativamente mais estreita nos machos, a crista craniana é mais desenvolvida, mas a crista
sagital de machos velhos é as vezes igualada por fémeas mais velhas ou extremamente grandes.
O dimorfismo sexual encontra-se bem documentado em muitas espécies de mamiferos, e

parece estar relacionado a selecdo sexual, principalmente em espécies com sistemas de
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acasalamento poligénico, o que pode levar a sele¢do de machos maiores (e.g. Berta & Sumich,
1999; Lindenfors et al., 2002).

Estudos sobre estrutura social em marsupiais sdo escassos, e a informacdo existente é
baseada em uma comunidade em particular (Charles-Dominique 1983 apud Astua, 2010). A
reproducdo de P. frenatus obedece a um sistema iteroparo, provavelmente promiscuo, e é
considerada sazonal, com preferéncia pela época de chuvas para essa atividade, mas com
capacidade de reproducdo em qualquer época em ambientes fragmentados (Barros et al.,
2008). Lira &Fernandez (2009), utilizando metodologias de captura-recaptura e radiotelemetria
encontraram que a area de vida desta espécie pode variar de 0.1 a 12.1 ha, sem diferencas
significativas entre sexos. Por outro lado, Gentile et al. (1997) avaliaram a area de vida desta
espécie em Barra de Maricd, Rio de Janeiro, e encontraram que a area de vida era constante nas
épocas seca e chuvosa, sendo que as fémeas aumentam sua area de vida na época reprodutiva.
P. frenatus é um animal noturno, solitario e ndo territorialista, limitando sua estrutura social a
encontros de acasalamento, cuidado parental da fémea no periodo de amamentagdo, e
encontros ocasionais entre adultos que sobrepdem amplamente suas areas de vida (Charles-
Dominique, 1983; Emmons & Feer, 1990; Redford & Eisenberg, 1992; Hershkovitz, 1997). Devido
aisto, os machos provavelmente ndo competem diretamente por seus territérios, liberando eles
da pressdo seletiva de tamanhos maiores (Astta, 2010). Situagdo similar parece acontecer em
outras espécies da familia Didelphidae de pequeno (Marmosa murina), médio (Micoureus
paraguayanus), e grande porte (Didelphis) (Caceres 2006; Charles-Dominique 1983 apud Astua
2010). O comportamento e as estratégias reprodutivas de P. frenatus, aparentemente ndo

parecem relacionar o dimorfismo sexual no tamanho e forma do cranio a selecao sexual.

De forma geral, a informacgdo disponivel sobre estrutura social e uso do espago ndo sugere
pressdes seletivas que levem ao dimorfismo sexual nesta espécie. O dimorfismo sexual na
familia Didelphidae se vé incrementado apds a maturidade sexual, provavelmente devido a
interrupcdo do crescimento das fémeas, transferindo energia do crescimento em energia
investida para gravidez e lactagdo (Bergallo & Cerqueira 1994; Gardner 1973). Essa transferéncia
de energia de crescimento das fémeas provavelmente poderia explicar o dimorfismo sexual no

tamanho do cranio de P. frenatus.

O dimorfismo sexual no tamanho e forma, ndo evoluem necessariamente em conjunto nem sob
0s mesmos regimes seletivos (Butler & Losos 2002; Gidaszewski et al., 2009). Dimorfismo em
tamanho e forma também apresentam diferentes origenes de desenvolvimento. O dimorfismo

no tamanho é regulado por producdo diferenciada de hormonas sistémicas entre sexos
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controlando as taxas de duragdo do crescimento (Badyaev, 2002; Cox et al., 2009; Adkins-Regan
2012; Sanger et al., 2013). Em relacdo a forma, apesar das bases moleculares do dimorfismo
sexual serem desconhecidas (Williams & Carrol, 2009), o dimorfismo parece ser o resultado da
regulacdo sexual-especifica da expressdo dos genes em distintos tecidos, tais como os
receptores de hormonas sexuais expressadas nos musculos ou no esqueleto (Ranz et al. 2003;

Emlen et al., 2006; McGlothlin & Ketterson, 2008; Williams & Carroll, 2009).

O presente estudo revelou que a pesar de existir uma sobreposicdo da forma entre sexos nas
trés vistas do cranio, as principais diferencas na forma entre machos e fémeas de P. frenatus sdo
descritas nas andlises de componentes principais e analises discriminantes, indicando padrdes
semelhantes de variagdo morfolégica entre machos e fémeas. De forma geral, os machos
apresentaram uma tendéncia a um rosto mais curto, arco zigomatico expandido lateralmente,
mais alto e robusto, o processo pds-orbital apresenta-se mais desenvolvido, a caixa craniana

mais estreita e a crista sagital mais cumprida posteriormente.

Segundo Rossi et al. (2010), o processo pés-orbital esta relacionado com o sexo e a idade, onde
esta estrutura se torna mais evidente em machos mais velhos em outros marsupiais
didelphideos. Hershkovitz (1997) afirma que em Didelphidae, geralmente com a continuidade
do crescimento apds a maturidade sexual, a crista sagital cresce e as proporg¢des cranianas
mudam. Astla (2010) concluiu que apesar de utilizar espécimes adultos (dentigdo completa),
ha evidencias de que a maturidade sexual acontece antes da erupgdo total de molares e pré-
molares em varios marsupiais e que o individuo continua crescendo apds a eclosdo total dos
dentes (Astua & Geise 2006; Diaz & Flores 2008), influenciando as analises morfoldgicas que
avaliam uma faixa etdria em particular, sendo um fator a considerar nas variagdes morfoldgicas
relativas ao tamanho total, e a estruturas de mudanga continua, como a posi¢ao dos molares e

pré-molares no maxilar, o desenvolvimento da crista sagital e o processo pds-orbital.

A estrutura craniana mantem uma alta pressao ambiental, devido a sua relagao direta com as
fungGes sensoriais, alimentagdo e as forgas biomecanicas que essa atividade implica (Voss 1990;
Rafferty et al., 2003; Preuschoft & Witzel, 2005). Uma estrutura de particular interesse por sua
importancia funcional é o arco zigomatico, que além de articular a mandibula a caixa craniana,
é o lugar de inser¢do de musculos da mastigacdo (adutores mandibulares): o complexo
masetérico é ligado através da raiz maxilar e a porgdo média do arco zigomatico; a regido
anterior do zigomatico-mandibularis é ligada a raiz maxilar, enquanto a regido posterior é
conectada desde a raiz esquamosal até a fossa glenoidea. Outro complexo muscular envolvido

na mastigacdo é o temporalis. O temporalis anterior e posterior sdo fortes musculos inseridos
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na porc¢do superior do cranio a crista sagital, a regido lateral da caixa craniana e ao processo
corondide da mandibula, com o temporalis anterior atravessando a fossa orbital posterior (Voss,
1988). As regides mais variaveis no cranio de P. frenatus entre machos e fémeas, sdo associadas
e ligadas a musculos envolvidos na mastigacdo, portanto uma hipdtese sobre o consumo de
diferentes alimentos em diferentes frequéncias, ou a preferencia alimentar diferenciada entre
machos e femeas por alimentos com diferentes niveis de durofagia poderia ser levantada, e
explicar a diferenciacdo destes elementos cranianos com base em diferengas na alimentacdo.
No entanto, o estudo de Macedo et al., (2009) sobre a alimentagdo desta espécie ndo revelou
diferencas significativas na composicdo da dieta entre machos e fémeas (Macedo et al., 2009),
o que indica que outros fatores possam estar envolvidos nas diferengas da forma do cranio entre
machos e fémeas. De acordo com Hedrick & Temeles (1989), principalmente trés hipoteses tem
sido argumentadas para explicar a evolu¢do do dimorfismo sexual no tamanho do corpo e
morfologia dos animais, com base em mecanismos de selegdo sexual, competi¢do intersexual
de alimentos e divisdo do papel reprodutivo. Esses autores sustentam que modelos genéticos
demonstram que o dimorfismo sexual pode evoluir a partir de um estado inicial de
monomorfismo quando a sele¢do atua sobre os dois sexos de maneiras opostas, seja por meio
de selegdo intrasexual, selegdo intersexual ou fatores ecoldgicos (nichos dimorficos, competicdo
de alimentos). No entanto, argumentam que a evoluc¢do do dimorfismo sexual também depende
da correlagdo genética entre os sexos na caracteristica de interesse. Essa correlagdo indica que
os tragos masculinos e femininos ndo evoluem de forma independente; assim, a sele¢do em uma
caracteristica em um sexo produz ndo apenas uma resposta evolutiva direta nesse sexo, mas
também uma resposta indireta (ou seja correlacionada) no sexo oposto. Eles assumem que a
base genética do dimorfismo sexual é filogenética, e sugerem que todas as hipdteses sdo
plausiveis, ja que estudos empiricos demonstram que cada um dos trés mecanismos opera nas
popula¢des naturais de diferentes espécies. Em relagdo a P. frenatus, estudos que testem
hipéteses sobre o origem do dimorfismo sexual em caracteres secunddrios ainda sdo

necessarios.

4.2 - Variacao geografica na forma do cranio de Philander frenatus.
As trés vistas do cranio apresentaram variagdo morfolégica do cranio de P. frenatus entre e

dentro dos blocos geograficos avaliados. As andlises de componentes principais de cada uma
das trés vista do cranio, em machos e fémeas por separado, indicaram uma sobreposi¢cdo dos
blocos geograficos nos dois primeiros PCs. Essa sobreposicdo dos blocos geograficos foi
encontrada tanto nas andlises por Macrolocalidades1 (Figura 3.26) como por Macrolocalidades?2

(Figura 3.33). O grafico de PCA da matriz dos residuos de Procrustes das trés vistas do cranio dos
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machos ndo evidenciou nenhum padrdo de estruturagdo ou separacdo dos blocos geograficos
por macrolocalidades1 ou macrolocalidades2 (Figura 3.48). O PCA das trés vistas do cranio das
fémeas indicou uma ampla sobreposicdo dos blocos geograficos nos dois agrupamentos de
macrolocalidades analisadas (Figura 3.49). De forma geral, as andlises de PCs indicaram que a
variacdo morfoldgica do cranio ndo tem uma estruturagdo geografica nas amostras estudadas,
evidenciando uma sobreposicdo da forma do cranio entre os blocos geograficos avaliados, tanto
na vista dorsal, ventral e lateral, como na PCA da matriz dos residuos de Procrustes das trés
vistas do cranio juntas, indicando que ndo ha um padrdo geografico relacionando a variagdo

morfoldgica entre os blocos geograficos estudados.

Por outro lado, as Analises de Varidveis Candnicas evidenciaram alguns padrdes de estruturagdo
geografica da variagdo da forma do cranio entre os blocos comparados. A CVA dos machos de P.
frenatus agrupados em macrolocalidadesl, indicou diferengas na distribuicdo da variagdo
morfoldgica entre os blocos geograficos em cada vista avaliada. Na vista ventral a CVA indicou
uma sobreposicdo dos quatro blocos geograficos nos eixos candnicos, e se apresentou pouco
informativa, ja que apesar de localizar o bloco D totalmente nos valores negativos da CV1 e da
CV3, ndo conseguiu discrimina-o totalmente (Figura 3.29). Na vista dorsal a CVA indicou uma
sobreposicdo entre os quatro blocos geograficos na CV1, e entre os blocos A, B e C nos trés eixos
de CVs. Entre tanto, o bloco D somente apresentou uma leve sobreposi¢ao com o bloco B na
CV2, e com o bloco C na CV3 (Figura 3.27). A vista lateral apresentou resultados similares aos
obtidos na vista dorsal, evidenciando uma sobreposi¢ao dos blocos A, B e C, discriminado o bloco
D no espaco dos dois primeiros eixos de VCs, principalmente ao longo da CV1 (Figura 3.31). De
forma similar, na CVA da vista lateral do cranio das fémeas, os individuos das localidades do
bloco D, pertencentes a Iguacu-PR, Ortegueira-PR, Monte Alegre-SP e Avanhandava-SP, foram
discriminados dos blocos A, B e C ao longo da CV3, enquanto na CV2 somente os blocos Ae B
foram separados, apresentando cada um deles uma sobreposicdo parcial com o bloco C (Figura

3.41).

Um padrdo constante na distribuicdo dos blocos geograficos nos eixos de varidveis canOnicas
nas trés vistas do cranio dos machos e na vista lateral do cranio das fémeas, foi a localizacdo do
bloco C, sempre ao redor dos valores da forma média. O bloco C, Corredor da Serra do Mar
(CSM) apresentou uma sobreposi¢cdo constante com os blocos A, Corredor Central da Mata
Atlantica (CCMA) e B, Cerrado - Zona da Mata (CZM). Apesar disto, os blocos A e B apresentaram
dire¢Ges opostas da variacdo morfoldgica na vista lateral do cranio das fémeas ao longo da CV2,
e na vista lateral dos machos ao longo da CV3 na qual apresentaram uma sobreposicdo minima.

Os resultados indicam que a forma do cranio das populagées pertencentes ao bloco A (CCMA) e
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ao bloco B (CZM) apresentam maiores similitudes morfoldgicas com as populagdes do bloco C
(CSM) do que entre si. Um padréo relacionado a este, na andlise por Macrolocalidadesl, foi a
separacgdo entre os blocos A e D, os quais nas vistas dorsal e lateral, encontram-se sempre em
dire¢Ges opostas da variacao da forma nos eixos candnicos. Este padrdo de sobreposicdo entre
os blocos geogriaficos A, B e C, e de separacgdo entre A e D, pode ser associado a localizacdo no
espaco geografica das populagdes, ja que o bloco C encontrasse em uma drea intermediaria,
com o bloco A ao norte, o bloco B ao noroeste, e o bloco D ao sudoeste. Da mesma forma as
populagées do bloco A, no ES (CCMA) encontram-se afastadas geograficamente das populagGes
do interior de SP, PR, e sul de GO, e em vizinhanga com as populagdes do RJ, e litoral de SP na
Serra do Mar, o bloco A foi afastado do bloco D pelas variagdes morfoldgicas explicadas na CVA
e parcialmente sobreposto a o bloco C. De forma similar, assim como o bloco D esta localizado
geograficamente mas préximo ao bloco C (CSM), foi observada uma sobreposi¢do entre estes

dois blocos no espaco da variagdo da forma da CVA.

Quando os blocos geograficos foram subdivididos em blocos menores (Macropopulagoes2), a
CVA da vista ventral do cranio continuou indicando uma sobreposicdo geral dos blocos
geograficos. Na vista dorsal, a CVA apesar de ndo separar por completo nenhum dos blocos,
confirmou a separagdo dos blocos A2 e D, com uma sobreposi¢do intermediaria dos blocos B1,
B2, C1, C2 e C3. De forma similar, a CVA da vista lateral de machos e fémeas ndo separou
nenhum dos blocos por completo nos eixos de varidveis canOnicas, mas evidenciou alguns
padrdes na distribuicdo dos blocos nos eixos candnicos. A CVA da vista lateral do cranio dos
machos mostrou o bloco D relativamente mais afastado do aglomerado de blocos, mas
localizado no extremo dos valores positivos da CV2, ficando em sobreposi¢do com os blocos C1
e C2 ao longo deste eixo. Resultados similares foram apresentados avaliando a vista lateral das
fémeas, com uma ampla sobreposicdo dos blocos geograficos, com exce¢do do bloco D, que

ficou sobreposto apenas aos blocos B2 e C1 ao longo da CV1.

As andlises de CVs na vista dorsal e lateral do cranio de machos e fémeas evidenciaram que o
bloco D foi 0 mais afastado da forma media. A sobreposi¢cdo da forma media do cranio do bloco
D sobre a forma media da amostra total, indicou através da vista dorsal, uma constricdo
anteroposterior do pré-maxilar, expansdo anterior do maxilar, uma leve expansdo do arco
zigomatico, e um deslocamento posterior do parietal, associados ao bloco D. Na vista lateral, a
sobreposicdo da forma media do cranio dos machos com a forma média dos individuos do bloco
D, evidenciou para este bloco uma expansao anterior do maxilar e compressdo do pre-maxilar,
e indicou uma crista sagital mais alta e curta e um arco zigomatico mais baixo. Quando a

configuracdo média da vista lateral do cranio das fémeas do bloco D foi sobreposta a



118

configuracdo media da amostra, observou-se que somente a compressdo do pre-maxilar e

maxilar foram consistentes com as variagGes apresentadas pelos machos do mesmo bloco.

Os resultados da CVA das vistas dorsal e lateral do cranio evidenciaram diferencas nas variagées
morfolégicas de machos e fémeas do bloco D comparadas com a configuracdo media da
amostra, evidenciando a variagdo morfolégica dentro do bloco D, e entre este bloco e os blocos
A, B e C. Essa variacdo morfoldgica existente, tanto dentro do bloco D como entre este demais
blocos geograficos, deve ser interpretada com cautela devido ao baixo nimero de exemplares
do bloco D analisados (interior da Mata Atlantica em SP, PR e sul de GO) e as grandes distancias

geograficas entre as localidades dos individuos deste bloco.

Um padrdo de variagdo morfolégica constante nas CVA de macrolocalidadesl e
macrolocalidades2, nas vistas dorsal e lateral, foi a separagdo entre os blocos D (interior de SP,
PR, e sul de GO) e A (CCMA). A divergéncia na variagdo morfoldgica entre os blocos A e D
avaliados em macrolocalidades1 foi evidente na vista dorsal e lateral dos machos ao longo da
CV1 (Fig. 3.27 e 3.31), e na vista lateral das fémeas ao longo da CV2 e CV3 (Fig. 3.41). Quando os
blocos foram avaliados em macrolocalidades2, esta separacdo foi evidente na vista dorsal ao
longo da CV1 (Fig. 3.34), na lateral dos machos ao longo da CV1 e CV2 (Fig. 3.38), e na lateral das
fémeas ao longo da CV1 (Fig. 3.45). Esses resultados sugerem que as popula¢des do bloco A
(Corredor Central da Mata Atlantica) e do bloco D (interior de SP, sul de GO e PA) apresentam
variagdo oposta na forma do cranio (isto é, na posi¢do relativa dos marcos antémicos), e as
populagdes do corredor da Serra do Mar e do Cerrado-Zona da Mata apresentam variagdes
morfoldgicas intermediarias que se sobrepdem parcialmente ao bloco A e em menor proporgao
ao bloco D. Os resultados das analises de CVs indicam padrdes de variagdo morfoldgica,
associadas a distribuicdo geografica dos blocos avaliados, evidenciando principalmente que os
individuos do Corredor da Serra do Mar apresentam uma forma do cranio préxima associada a
forma média da amostra total, e que as popula¢des do Corredor Central da Mata Atlantica
apresentam variacbes morfolégicas opostas as apresentadas nas populagdes do bloco do

interior de SP, PR e sul de GO.

De forma geral, os individuos do bloco D apresentaram varia¢cdes morfoldgicas nas vistas dorsal
e lateral do cranio, que os afastaram do restante dos blocos geograficos nos eixos das CVs.
Avaliando a procedéncia geografica destes individuos, os machos do bloco D pertencem as
localidades de Teodoro Sampaio e Botucatu no estado de Sado Paulo, e Iltumbiara no estado de
Goias. Os individuos da localidade de Itumbiara-GO e Botucatui-SP, pertencem a uma regido da

Mata Atlantica catalogada como floresta estacional semidecidual (MMA 2002) que pode ser
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considerada dareas de transicdo Mata Atlantica-Cerrado. De acordo com Gardner (2009),
ocentro-sul de Goids, nas regides de Aragarcas e Formosa, faz parte da distribuicdo extrema de
P. opossum, uma espécie amplamente distribuida na América do Sul e América central, que é
considerada atualmente como um complexo de sub-espécies (Voss and Jansa 2009). No entanto,
apesar de ser um género muito estudado, os limites de distribuicdo das espécies de Philander
ndo estdo claramente estabelecidos (Chemisquy & Flores 2012).Costa & Patton (2006),
avaliaram os limites geograficos e sistematicos de marsupiais Brasileiros com base em dados de
divergéncia do gene citocromo b, e atribuiram as amostras de Philander provenientes dos
estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, sudoeste do Amazonas e Acre & espécie P.
opossum canus, sendo altamente divergentes (13.52%) das amostras de P. frenatus da Mata
Atlantica. No entanto, existe um espacgo geografico entre a distribuicdo de P. frenatus e P. o.
canus que carece de amostras, pelo que esses autores concluem que analises que incluam
amostras provenientes destas areas, como a Bacia do Parana serdo importantes para determinar
os limites geogréficos entre P. frenatus e P. o. canus, assim como para verificar se esses dois

tdxons se comportam como espécies bioldgicas.

Chemisquy & Flores (2012) avaliaram a identidade taxonOmica das espécies de Philander do
extremo sul da distribuicdo do género através de caracteres moleculares e medidas cranianas.
Eles identificaram as espécies P. frenatus e P. opossum canus como as espécies com distribuicdo
mais ao sul do continente, e detectaram uma diferenciagdo entre as duas espécies baseando-se
nas distancias das sequencias do gene citocromo b, mas os caracteres morfométricos sé
conseguiram separas ambas espécies em base a uma medida craniana, a largura da constri¢do
interorbital, sendo maior de 10.5mm em P. frenatus. A hipdtese destes autores foi testada, e
utilizando as imagens do cranio em vista dorsal foi medida a constri¢cdo posorbital dos individuos
do bloco D no programa tpsDig, foram obtidos sempre uma medida da constricdo posorbital
maior que 10.5mm, confirmando a identificagdo dos individuos analisados como P. frenatus. De
acordo com Chemisquy & Flores (2012) diferenciar entre estas duas espécies em base a
caracteristicas morfoldgicas é bastante complicado, como indica a chave de identificacdo
descrita por Patton & da Silva (2007), que separa essas espécies apenas em base a coloracdo da
pelagem, sendo cinza escuro em P. frenatus e cinza claro em P. opossum. No entanto, as
carateristicas de tonalidades da cor da pelagem para diferenciar duas espécies de mamiferos
morfologicamente similares sdo relativamente subjetivas. Chemisqui & Flores (2012) concluiram
gue as populagbes de P. frenatus estendem-se ao longo da regido costeira da Mata atlantica
desde o sul da Bahia até as florestas humidas Paranaense e Atlantica no sul do Brasil, leste do

Paraguai e nordeste da Argentina. Estes autores identificaram exemplares de P. frenatus em
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ambos os lados da parte baixa da bacia do Rio Parand, e indicaram o Rio Paraguai como limite
geografico entre estas duas espécies, com P. opossum canus do lado oeste e P. frenatus do lado
leste do Rio. Segundo Chemisquy & Flores (2012) P. opossum canus habita regiées himidas de
baixas latitudes da floresta Amazonica, e estende sua distribuicdo sul nas regides mais secas
como as florestas do Chaco na Bolivia, sul do Brasil e norte da Argentina. De acordo com as
informacdes disponiveis até o momento, nenhum estudo morfoldgico ou molecular tem sido
realizado incluindo as populagdes do sul do Goias ou interior de Sdo Paulo em regides préximas
a bacia média e alta do Rio Parand, uma area intermedia entre a distribuicdo de P. frenatus e P.
0. canus, portanto as populagdes provenientes desta drea, ainda dominio da Mata Atlantica,
aguardam por estudos morfoldgicos profundos, e estudos moleculares que permitam definir
claramente sua identificagdo taxon6mica e os limites geograficos ou areas de simpatria entre

estas espécies.

Neste estudo, os dois exemplares de Itumbiara em GO foram considerados nas analises
morfoldgicas do cranio dos machos, e junto com os exemplares de Teodoro Sampaio e Botucatu
em SP, foram os mais afastado dos demais blocos e da forma media da amostra total. Resultados
similares foram encontrados nas andlises das fémeas do bloco D, com amostras do parque
Nacional Iguagu e Ortigueira no Parana (PR) e Monte Alegre e Avanhandava em S&do Paulo (SP)
sendo o bloco mais afastado do restante dos blocos. Além disso, tanto machos como fémeas do
bloco D, foram discriminados nas CVs das amostras do bloco A, corredor central da Mata
Atlantica, e foram parcialmente sobrepostos na variagdo morfoldgica com as populagées do
Corredor da Serra do mar (bloco C) e da drea Cerrado-Zona da Mata (bloco B). Os resultados da
CVA das vistas lateral e dorsal, indicaram um padrdo de variagdo morfoldgica particularmente
maior nos individuos do bloco geografico D. Uma analise morfolégica com a inclusdo de
amostras da distribuicdo de P. frenatus de regiGes como Santa Catarina, Parana, Argentina,
Paraguai, e inclusive amostras de P. 0. canus permitiria avaliar o grau de divergéncia ou
similitude morfoldgica entre outras populagdes com os individuos das areas aqui analisadas e

em particular com os individuos do sul de GO e interior de SP e PR avaliados neste estudo.

A andlise de padrées complexos de distribuicdo das espécies no espaco geografico faz parte de
uma analise biogeografica. Os padrdes observados atualmente resultam de processos ocorridos
no passado e que, desta forma, ndo podem ser diretamente observados ou testados. Uma
abordagem para a inferéncia dos resultados de processos evolutivos passados sobre padrdes
atuais envolve a andlise espacial de correlagdo entre caracteres observados nos organismos,
como variaveis fenotipicas continuas, com varidveis abidticas explanatérias (Perez et al., 2010

apud Recoder, 2011)
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Varios estudos biogeograficos tentando explicar a atual distribuicdo e diversidade de espécies
na Mata Atlantica tem sido feitos através de analises moleculares, os quais apontam para dois
componentes filogenéticos de linhagens um ao norte e outro ao sul do bioma. Diversos
organismos que ocorrem nesse bioma mostram um padrdo de distribuicdo da variabilidade
genética com um componente mais ao norte e outro mais ao sul. Entre eles, o roedor do género
Rhipidomys, os marsupiais Micoureus e Metachirus (Costa, 2003), a preguica Bradypus
variegatus (Moraes-Barros et al., 2006), a serpente Bothrops jararaca (Grazziotin et al., 2006),
o lagarto Gymnodactylus darwinii (Pellegrino et al., 2005a), o género de lagartos Enyalius
(Bertolotto, 2006) e a ave Xiphorhynchus fuscus (Cabanne et al., 2007). A separagdo desses
grupos apresenta uma coincidéncia geografica, e em alguns casos ha uma associa¢do com o Rio
Doce e em outros, o contato entre as linhagens ocorre dentro do estado de Sdo Paulo (proximo
ao vale do rio Paraiba do Sul ou mais ao sul do estado), mas isto ndo significa que esses marcos
sejam os fatores que causaram a divergéncia das linhagens, mas que ha certa coincidéncia
espacial (Miyaki, 2009). No entanto, este estudo avaliou a varia¢do existente nas populac¢des de
P. frenatussomente ao sul do Rio Doce, sendo que amostras de espécimes da regido sul da Bahia
sdo escassas nas colegbes cientificas Brasileiras. Portanto, esfor¢os amostrais de populagdes
desta espécie ao norte do Rio Doce seriam fundamentais para avaliar o componente norte da
variagdo morfoldgica na distribuicdo de P. frenatus. Entretanto, as populagdes do interior do SP,
PR, e sul de GO, parecem apresentar caracteristicas de variagdo morfoldgica que sugerem uma
linhagem intraespecifica diferente das outras populagdes analisadas. Apesar disto, as amostras
de estas popula¢des apresentam um baixo numero de exemplares de populagdes bastante
separadas, sendo necessario um maior nimero de exemplares para confirmar a divergéncia

desta linhagem, e para isto esforgos amostrais nesta regido seriam necessarios.

As estimativas de datas dos eventos de diversificacdo intragenéricas (ou seja, a divergéncia de
linhagens que originaram as espécies) apontam para uma época antes do Pleistoceno, o que
ocorre, por exemplo, em varios pequenos mamiferos (Costa, 2003) e no género de ave
Pionopsitta (Ribas et al., 2005). Por outro lado, a diversificacdo de linhagens dentro de espécies
parece ter se concentrado no Pleistoceno. Tal padrdo é encontrado, por exemplo, em morcegos
(Ditchfield, 2000), no felino Panthera onca (Eizirik et al., 2001), em preguicas (Moraes-Barros et
al., 2006) e na ave Xiphorhynchus fuscus (Cabanne et al., 2007). De acordo com Costa (2003), a
divergéncia entre os Philander da Amazobnia e os Philander da Mata Atlantica data da época pre-
pleistocenica, e enquanto os Philander da Amazonia se diversificaram em varias espécies
durante o Pleistoceno, os Philander da Mata Atlantica se mantiveram como uma linhagem

conformada somente por uma espécie, Philander frenatus, estendendo-se ao longo do Bioma.
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Até o momento, os estudos filogeograficos de organismos da Mata Atlantica que foram
realizados, ndo permitem levantar um padrdo geral de distribuicdo das espécies (Batalha-Filho
& Miyaki 2011). Porém, estes estudos apontam para a existéncia de descontinuidades
filogeograficas recorrentes para diferentes grupos de organismos como abelhas (Batalha-Filho
et al., 2010), anfibios (Carnaval et al., 2009; Thomé et al., 2010), répteis (Pellegrino et al., 2005;
Grazziotin et al., 2006), aves (Cabanne et al., 2007, 2008),morcegos (Martins et al., 2009) e
plantas (Ribeiro et al., 2010), indicando trés principais descontinuidades filogeograficas na Mata
Atlantica, uma em Pernambuco, outra no Espirito Santo, e outra em Sdo Paulo(Batalha-filho &
Miyaki 2011). A principal hipdtese de diversificagdo utilizada por estes estudos para explicar as
descontinuidades observadas foi a teoria dos refligios florestais (Haffer, 1969; Vanzolini e
Williams, 1970; Brown e Ab’Saber, 1979). Segundo a teoria, os reflgios de Mata Atlantica seriam
ilhas de florestas densas Umidas isoladas por vegetagado aberta (Savana). Essas florestas umidas
se retrairiam durante os periodos de maximo glacial (formando os reflgios) e se expandiriam
durante os periodos mais quentes (periodos interglaciais), enquanto as areas de vegetacdo
aberta se comportavam de maneira contraria. Como os periodos seriam ciclicos, a expansdo e a
retracdo da vegetagdo também seriam ciclicas. Assim, espécies dependentes de ambientes
florestais teriam acompanhado esses ciclos de retragdo e expansdo das florestas durante o
Pleistoceno, fazendo com que populagdes associadas a diferentes refugios se diversificassem de
maneira alopatrica caso o tempo de isolamento tenha sido suficiente para acumular diferencgas
entre elas (Batalha-Filho & Miyaki 2011). Por estarmos em um periodo interglacial, as
distribuicGes das espécies apresentam-se em simpatria, mascarando possiveis padrdes de

distribuicao de um passado recente.

Um estudo com modelagem paleoclimatica do Gltimo méaximo glacial para a Mata AtlAntica (21
mil anos atras) realizado por Carnaval e Moritz (2008), revelou a existéncia de reflugios florestais
pleistocénicos no corredor central da Mata Atlantica (Bahia) e em Pernambuco. Entretanto, os
autores nao incorporaram no modelo diferencas no gradiente altitudinal, o que possivelmente
resultou na auséncia de areas florestadas estaveis ao sul da MA (Batalha-Filho & Miyaki 2011).
Em outro estudo, Carnaval et al, (2009) mostraram a provavel existéncia de uma regido
florestada estavel em S3o Paulo durante o final do Pleistoceno para uma espécie de Anuro. O
modelo climatico de Carnaval e Moritz (2008) indica uma regido de florestas estaveis no
corredor central da Mata Atlantica, e uma outra pequena darea estdvel no interior de SP
denominada pelos autores como Refligio Paulista. De acordo com Moritz et al., (2000) a
existéncia, a localizacdo e o tamanho dos refligios ecoldgicos durante os maximos glaciais sdo

dependentes das tolerancias ecoldgicas e ambientais de cada espécie. Ou seja, embora existam
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espécies que possuam distribuicdes geogréficas bastante similares, o efeito dos ciclos glaciais e
de outros fatores depende do nicho ecolégico em que cada tdxon esta inserido. Portanto, a
interpretacdo dos dados filogeograficos depende da existéncia de informacdes sobre a biologia

de cada espécie (Batalha-Filho & Miyaki 2011).

P. frenatus é uma espécie estreitamente associada a habitats florestais, que apresenta boa
capacidade de deslocamento entre fragmentos (Pires et al., 2002; Lira et al., 2007), o que se
reflete na sua ampla distribuicdo ao longo da Mata Atlantica. Aparentemente esta espécie é
ausente em matrizes de habitat abertos e aridos, onde a exposi¢cdo a predadores é maior (Lira
et al., 2007), portanto a estabilidade dos fragmentos florestais em certas regides possa ter
influenciado para a continuidade das populagGes de P. frenatus em diferentes areas da Mata
Atlantica. Da mesma forma, a proximidade entre fragmentos florestais abrigando populagdes
desta espécie pode ser um dos fatores que relaciona a sobreposi¢cdo morfolédgica entre os blocos
do interior de SP, sul de GO e PR com o bloco da Serra do mar, e entre este e os blocos do

Cerrado-Zona da Mata e o Corredor Central da Mata Atlantica.

De acordo com Costa et al., (2003) com dados moleculares, e Lemos et al., (2001) com dados de
morfologia craniana, o tempo de divergéncia entre a maioria de espécies de Didelphidae de
grande porte, incluindo a divergéncia de P. frenatus respeito das outras formas de Philander,
data da época pre-pleistocénica, um periodo muito dindmico na histéria da América do Sul
(Marroig & Cerqueira, 1997). As populagbes de P. frenatus na Mata Atlantica provavelmente
sofreram os efeitos das contragdes e expansGes das florestas no periodo das glaciages
pleistocénicas, mas provavelmente devido a sua capacidade de dispersdo entre fragmentos
florestais e a seus habitos ndo territorialistas, as populagdes dos fragmentos do interior da Mata
Atlantica como a bacia do Rio Parand, e areas de ecotono com o Cerrado, mantiveram uma
dispersdao em épocas favoraveis, e um fluxo génico com populagdes das florestas da Serra do
Mar, e florestas litoraneas. Por sua parte, estas populagdes provavelmente mantiveram fluxo
génico mais recente com as populagdes vizinhas do Corredor Central da Mata Atlantica e dreas
do Cerrado-Zona da Mata. No entanto, as popula¢des do Corredor Central da Mata Atlantica e
as populagbes do interior da Mata Atlantica apresentaram uma divergéncia na variagao
morfoldgica, enquanto as populagdes mais préximas, apresentaram sobreposi¢cdo na variagao

da forma do cranio.

O cranio, é uma estrutura que evolui sob constante pressdo ambiental devido a sua relagdo com
as fungbes sensitivas e de alimentacdo (Voss et al., 1990). As diferencias na variagdo

morfoldgica, e as diferengas das fitofisionomias as quais pertencem os individuos, sugerem que
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as pressdes ambientais sob as quais as popula¢des do ES estdo submetidas, diferem das pressées
ambientais das populagées do interior de SP, PR e sul de GO. Como ja foi mencionado antes, as
condi¢des ambientais do bioma Mata Atlantica sdo bastante heterogéneas, e assim as pressoes
ambientais em diferentes regides da Mata Atlantica sdo também heterogéneas mesmo atuando
sobre a mesma espécie. Em ambiente heterogéneos, as respostas genéticas das populagdes
ocorrem diretamente, via processos de sele¢do, ou indiretamente, via eventos estocasticos ou
demograficos (p. ex. tamanhos efetivos populacionais). Estas respostas produzem variagdo
genética nas espécies (Pamilo, 1988). A variagdo fenotipica subsequente entre populagées

resulta da variagdo genética, sele¢do natural, e plasticidade fenotipica (Adkinson, 1995).

A divergéncia morfoldgica observada no cranio das populagdes dos blocos A e D, é respaldada
pela separagdo no espago geografico, e pela separa¢do atual devido a fragmentagdo das
florestas pelo desmatamento intensivo nos ultimos 100 anos. Entretanto, provavelmente as
diferengas na variagdo morfoldgica apresentadas entre os blocos D e A seja devido a fatores
histéricos e ambientais préprios das fitofisionomias que governam o Corredor Central da Mata
Atlantica, florestas de ecotono com o Cerrado, e florestas préximas a Bacia do Parana. Ou seja,

anterior a degradacdo antrépica das ultimas décadas.

Vale considerar que foram necessdrias analises estatisticas de maior poder de separagdo para
identificar as variagdes morfoldgicas existentes entre os blocos geograficos avaliados. Estas
analises concluiram que os individuos das florestas do interior de SP, PR, e sul de GO,
apresentam variagées morfoldgicas cranianas diferentes as evidenciadas nas populagdes do
Corredor Central da Mata Atlantica, mas estas populages mantem um grau de sobreposi¢cdo
morfolégica com as populagdes do corredor da Serra do Mar, evidenciando um gradiente de

sobreposicdo morfoldgica associado a localizagdo geografica das amostras.

Os resultados das analises na vista dorsal e lateral concluiram que os individuos do interior de
SP, PR, e sul de GO apresentam as variagdes morfoldgicas que os afastam da forma media.
Através das andlises de CVs da vista dorsal, as principais variagdes da forma do cranio dos
individuos do bloco D, com respeito da forma media foram associadas a uma constricdao antero-
posterior do pre-maxilar, expansao anterior do maxilar, uma leve expansao do arco zigomatico,
e um deslocamento posterior dos parietais. As andlises da vista lateral do cranio indicaram que
as principais variagdes do cranio dos individuos do bloco D, consistentes em machos e fémeas
respeito da forma media, foram a compressdo do pre-maxilar e maxilar indicando um rosto
levemente mais curto. Analises morfoldgicas utilizando um ndmero maior de amostras do sul

do Brasil, e abrangendo a totalidade da distribuicdo de P. frenatus seriam necessarios para
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confirmar os padrdes de variacdo morfoldgica aqui reportados. Entretanto, os resultados
permitem identificar que hd, mesmo que ndo muito acentuada, uma diferenciacdo morfoldgica
entre o bloco D e as demais popula¢des, o que pode ser reflexo de um inicio de isolamento
reprodutivo deste bloco populacional, provavelmente relacionado a formacao de um reflgio de

Mata Atlantica mais interiorando em periodos glaciais passados.

Apartir das consultas realizadas nas bases de dados disponiveis na internet e as cole¢des
cientificas, foi possivel observar uma insuficiéncia amostral da regido sul da distribuicdo de P.
frenatus, e em contraste, uma sobre amostragem de localidades da parte media e norte da
distribuicdo da espécie. A maioria dos espécimes de P. frenatus depositados nas colegdes
cientificas sdo provenientes de algumas regides da Mata Atlantica, em particular da costa leste
do Brasil, nos estados de Espirito Santo, Minas Gerais, e principalmente do Rio de Janeiro e Sao
Paulo. Estes dois Ultimos estados possuem as maiores colec¢des cientificas de mamiferos da Mata
Atlantica, o Museu Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro e o Museu de Zoologia
da Universidade de Sdo Paulo. As florestas ao redor das cidades do Rio de Janeiro e Sdo Paulo
tem sido as mais amostradas desde que os primeiros naturalistas chegaram no Brasil (Gardner
et al.,, 2009), onde maiores esfor¢os amostrais intensivos tem sido realizados enquanto a
inventarios da fauna de pequenos mamiferos (Costa et al., 2000). Particularmente em esta
espécie, deficiéncias amostrais no Brasil, no sul da BA, sul e interior do estado de SP, PR, SC, e
sul de GO sdo evidentes. A Mata Atlantica da Argentina e Paraguai conta com relativamente
poucos espécimes depositados nos museus, 0s quais encontram-se nos paises de origem e
outros em cole¢cdes como o Brithish Museum of Natural History, American Museum of Natural
History e o Museum of Vertebrate Zoology. Este estudo sugere que amostragens em dreas com
deficiéncia de espécimes coletados sejam priorizadas para avaliar a variacdo morfoldgica
evidenciada nos resultados, e verificar com amostras maiores e de maior abrangéncia geografica

os padrdes aqui encontrados.
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5. - CONCLUSOES

(1) Utilizando o tamanho do centroide como medida do tamanho, foi possivel observar que
o cranio de P. frenatus apresentou dimorfismo sexual em relagdo ao tamanho, tanto ao
nivel intrapopulacional como intraespecifico, sendo que os machos apresentaram
cranios maiores que as fémeas.

(2) O dimorfismo sexual na forma do cranio de P. frenatus foi confirmado através de PCA e
DA. Embora a forma do cranio de machos e fémeas tenha apresentado uma ampla
sobreposicdo nas andlises, de forma geral, os machos apresentam um cranio com rosto
mais curto, arco zigomatico mais alto com processo frontal do jugal mais proeminente,
crista sagital e processo pds-orbital mais desenvolvidos, e caixa craniana levemente

mais estreita.

—
w

Através de CVA foi possivel identificar a variacdo geografica na forma do cranio de P.
frenatus, sendo possivel observar os seguintes padrdes:

- As analises por macrolocalidadesl apresentaram uma sobreposi¢do parcial dos blocos
geograficos, com o bloco C (Corredor da Serra do Mar) associado a forma média da
amostra, os blocos A (Corredor Central da Mata Atlantica) e B (Cerrado-Zona da Mata)
sobrepostos ao bloco C, mas com dire¢des de variagdo morfoldgica divergentes entre si.
Ja o bloco D (interior de SP, PR, e sul de GO) foi o mais afastado da forma média,
constantemente discriminado do bloco A, e obteve os maiores valores das distancias
entre formas médias (distancias de Mahalanobis) nas compara¢des entre pares de
blocos. As andlises por Macrolocalidades2 indicaram uma sobreposi¢do entre os blocos
geograficos, e confirmaram o bloco D como o mais afastado da forma média, sempre

discriminado do bloco A.

- Os resultados revelaram um padrdo geografico da variagdo morfoldgica do cranio,
indicando uma sobreposicdo entre as populagGes das areas da Serra do Mar, Cerrado-
Zona da Mata e o Corredor Central da Mata Atlantica, com as populag¢des do interior de
SP, PR, e sul de GO apresentando varia¢gdes morfoldgicas que as afastam da forma média

e as discriminam das populag¢des do Corredor Central da Mata Atlantica.

- As principais varia¢des da forma do cranio dos individuos do bloco D (interior de Sao
Paulo, Parand e sul de Goias), com respeito da forma media foram associadas a uma

constri¢do antero-posterior do pré-maxilar, expansdo anterior do maxilar, uma leve



127

expansdo do arco zigomatico, e um deslocamento posterior dos parietais e compressao

do pré-maxilar e maxilar indicando um rosto levemente mais curto.

- As divergéncias observadas na variacdo morfoldgica apresentada pelos individuos do
interior de SP, PR e sul de GO talvez consista em um artefato devido ao menor nimero
amostratal, entretanto, com base nos resultados do presente trabalho podem ser
devido a um certo grau de isolamento das populagdes, que tem permanecido nos
remanescentes florestais permanentes do interior da Mata Atlantica e a bacia do
Parang, afastados das populagGes dos corredores de florestas da Serra do Mar, Zona da
mata e do Corredor Central da Mata Atlantica, assim como a diferentes pressoes
ambientais devido a heterogeneidade ambiental presente neste bioma, como

evidenciado pelas diferentes fitofisionomias.
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7.— ANEXOS

Anexo 1 - Exemplares utilizados nas analises morfométricas, indicando a sigla da colec¢ao
cientifica de procedéncia, nimero de tombo do exemplar, sexo, quadrante de localizagdo no
mapa, bloco geografico nas analises por Macrolocalidades1 e Macrolocalidades2, localidade de
coleta e estado brasileiro. As siglas das cole¢Ges cientificas sdo as seguintes: (MNRJ) Museu
Nacional, Universidade Federal de Rio de Janeiro, (MZUSP) Museu de Zoologia da Universidade
de S3o Paulo, (MBML) Museu de Biologia Professor Mello Leitdo no Espirito Santo, (UFMG)
Universidade Federal de Minas Gerai, (UFES) Colecdo de mamiferos da Universidade Federal de
Espirito Santo, (MZUFV) Museu de Zoologia da Universidade Federal de Vicosa, (PUC) Pontificia
Universidade Catdlica de Minas Gerais, (UFLA)Museu de Zoologia da Universidade Federal de
Lavras.

Colegdo e sexo quadrante bloc bloco Localidade Estado
exemplar oMl M2

UFMG_2186 m e2 A Al Uma BA
UFES_2304 m 214 A A2 Sao José do Calgado ES
MBML_136 m b14 A A2 Iltapemirim ES
MBML_2031 m b1l A A2 Santa Teresa ES
MBML_210 m b1l A A2 Santa Teresa ES
MBML_2635 m al3 A A2 Castelo ES
MBML_358 m b1l A A2 Santa Teresa ES
MNRJ_29927 m b1l A A2 Santa Teresa ES
MNRJ_29928 m b1l A A2 Santa Teresa ES
MNRJ_29929 m cl2 A A2 Vila Velha ES
MNRJ_29932 m b1l A A2 Santa Teresa ES
MNRJ_30161 m cl2 A A2 ES ES
MNRJ_5583 m b1l A A2 Santa Teresa ES
MNRJ_5691 m cl2 A A2 Vila Velha ES
MNRJ_5745 m cl2 A A2 Vila Velha ES
MNRJ_5769 m b1l A A2 Santa Teresa ES
MNRJ_8301 m b12 A A2 Campinho ES
MZUSP_10416 m b1l A A2 Santa Teresa ES

MZUSP_6206 m b1l A A2 Santa Teresa ES
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Anexo 2 - Tabelas do teste de distribuicdo normal multivariada dos residuos de Procrustes das

configuragGes de marcos anatdmicos das vistas dorsal, ventral e lateral do cranio de P. freantus.

Vista Dorsal
Multivariate Coefficient Statistic df p(normal)
Skewness: 875,3 4,624E04 4,166E04 2,848E-53
Skewness corrected: 4,669E04 4,166E04 1,881E-63
Kurtosis: 4051 8,316 0
Dornik and Hansen omnibusEp: 1,916E-61
588

Vista ventral
Multivariate Coefficient Statistic df p(normal)
Skewness: 1108 5,856E04 4,576E04 0
Skewness corrected: 5,913E04 4,576E04 0
Kurtosis: 4509 27,62 0
Dornik and Hansen omnibusEp: 5,455E-238
1527

Vista lateral

Multivariate Coefficient  Statistic df p(normal)

Skewness: 624,4 3,268E04 2,772E04 1,263E-88

Skewness corrected: 3,3E04 2,772E04 0

Kurtosis: 3130 12,07 0

Dornik and Hansen omnibusEp: 437,2 3,552E-41
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Anexo 3. Gréfico mostrando a configuracdo media de marcos anatdmicos com pontos azuis
(esquerda), e diagrama da distribuicdo cumulativa das distancias de amostras individuais da
forma média da amostra total (direita). A linha azul indica a curva esperada para uma
distribuicdo multivariada normal ajustada aos dados, e a linha vermelha a distribuicdo das
distancias nos dados. Diagramas da vista A) dorsal, B) ventral e C) lateral.
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