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Resumo

Influéncia de fatores ambientais e genéticos na Assimetria Flutuante de popula¢es
de Nectomys squamipes (Rodentia: Sigmodontinae ) do Estado do Rio de Janeiro.

Aldo Caccavo de Araujo

Orientador: Dr. Pablo Rodrigues Gongalves

Resumo da Dissertacdo submetida ao Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias
Ambientais e Conservacdo da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como
parte dos requisitos necessario a obtencéo do titulo de mestre em Ciéncias Ambientais e

Conservacao.

Pequenas populacdes sofrem perda de variabilidade genética, comprometendo
sua adaptabilidade as mudancas ambientais e sua persisténcia a longo-prazo.
Informacdes sobre viabilidade populacional sdo escassas em relagdo a diversas espécies,
incluindo as de pequenos mamiferos. Uma forma de medir os efeitos de reducdes
populacionais significativas consiste em quantificar os desvios de simetria na
morfologia dos individuos (assimetria flutuante, AF). O crénio e mandibula de ratos
d’agua Nectomys squamipes coletados em seis fragmentos de Mata Atlantica do Estado
do Rio de Janeiro foram analisados usando mofometria geométrica para avaliar os
efeitos da reducdo de variabilidade genética e da fragmentacédo de habitat nos niveis de
AF. Ainda, os padrdes de assimetria de N. squamipes e do marsupial Marmosa
paraguayana foram comparados para testar a influéncia das diferengas biondémicas entre
as espécies no acumulo de AF. Os padrdes de AF em N. squamipes apresentaram uma
correlacdo negativa com o tamanho do fragmento florestal, entretanto ndo foram
encontradas relacdes entre as quantias de AF a e a variabilidade genética. Os padrdes
distintos de AF observados entre N. squamipes e de M. paraguayana mostram que a
bionomia da espécie pode influenciar o nivel de AF e deve ser considerada no
planejamento de monitoramentos. No geral, estudos de Assimetria Flutuante sdo uma
interessante ferramenta para 0 monitoramento de estresse relacionado a restricdo e
fragmentacéo de habitat para espécies de pequenos mamiferos neotropicais.

Palavras- chave: Assimetria Flutuante; Nectomys squamipes; Fragmentacao;

Diversidade genética; Conservacéo.
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Abstract

Influence of environmental and genetic factors in Fluctuating Asymmetry in
populations of Nectomys squamipes (Rodentia: Sigmodontinae) from Rio de
Janeiro state.

Aldo Caccavo de Araujo

Advisor: Dr. Pablo Rodrigues Gongalves

Abstract of Dissertation submitted to the Graduate program in Environmental
Sciences and Conservation, Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, as part of
the requirements for obtaining a Master’s degree Environmental Sciences and

Conservation.

Small populations suffer loss of genetic variability, compromising its adaptability to
environmental changes and its long-term persistence. Data about population viability of
several species, including small mammals, are rare. One way to measure the effects of
significant populational reductions is to quantify the symmetry deviations in the
morphology of individuals (fluctuating asymmetry, FA). Skulls and mandibles of water
rats Nectomys squamipes from six distinct Atlantic Forest fragments were subjected to
geometric morphometrics in order to evaluate the effects of genetic diversity and habitat
fragmentation on FA levels. Also, the asymmetry patterns of N. squamipes and the
marsupial Marmosa paraguayana were compared to test whether bionomic differences
could account for differences in FA levels between the species. The FA patterns in N.
squamipes exhibited negative correlations with fragment size, although no relationship
was found between the FA quantities and genetic diversity. The differences observed
between the FA patterns of N. squamipes and M. paraguayana showed that the
ecological differences between the species may affect the FA levels and should be
considered when planning monitoring activities. In general, assessments of fluctuating
asymmetry constitute an interesting tool to monitor stress related to fragmentation and

habitat loss in neotropical small mammals.

Key-words: Fluctuating Asymmetry; Nectomys squamipes; Fragmentation; Genetic
diversity; Conservation.
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1. Introducéo

Impactos ambientais como a perda de habitat, super exploragdo, exposicédo a
poluicdo e introducdo de espécies exdticas, contribuem para a reducdo, fragmentacao e
isolamento de populagBes naturais. Em populagfes pequenas, o numero reduzido de
individuos diminui a chance de que parte da populacéo apresente alelos ou combinagGes
de alelos que fornecam as caracteristicas necessarias para a sobrevivéncia em diferentes
condicGes. Deste modo, a baixa variabilidade genética torna populagdes menos
adaptaveis as variagdes ambientais. Quando isoladas de outras populacdes, as
populacGes pequenas ndo sdo capazes de recuperar a variacdo genética perdida
rapidamente, se tornando homogéneas e ficando mais vulnerdveis as modificacdes
ambientais mais drasticas — como presenca de poluicdo, aparecimento de doencas,
alteracdes climaticas —, o que pode resultar na extin¢ao local de uma espécie. Em casos
como o de espécies restritas a poucas populacdes isoladas, a reducdo e a supressdo de
fluxo génico pode desencadear o processo de extincdo da espécie como um todo
(FRANKHAM et al., 2008).

A diminuicdo de uma populacdo pode ser resultado de processos que exercem
efeito direto sobre os individuos e também de processos que afetam indiretamente o
namero de individuos e a migracdo entre popula¢ées. Um exemplo do primeiro é a caca
exploratéria, responsavel pela quase extincdo da espécie de elefantes marinhos
Mirounga angustirostris (Gill, 1866) no século XIX, dada a reducdo de todas as
populacOes dessa espécie a um pequeno grupo de 10 a 30 individuos (HOELZEL et al.,
2002). Dentre os efeitos indiretos, estdo a reducéo ou perda de habitat, que determina o
namero maximo de individuos de uma mesma espécie que podem viver em um dado
local (capacidade suporte) e o nimero de imigrantes reprodutivos oriundos de outras

populacdes vizinhas (fluxo génico).



A fragmentacdo de habitat terrestres € um processo de divisdo na distribuicdo
espacial de um conjunto de recursos e condi¢des, compreendendo um ou mais tipos de
vegetacdo, que afetam a ocupacdo, reproducdo e sobrevivéncia de uma determinada
espécie (FRANKLIN et al., 2002). Numa perspectiva geral, a fragmentacdo pode ser
resultado de processos naturais, como alteraces geomorfoldgicas, mudancas no curso
de um rio, modificacdes de relevo e oscila¢cdes do nivel do mar, mas também podem ser
resultado da atividade humana, decorrentes da necessidade de espaco para diversas
atividades como plantagdes, pastos e aumento da area das cidades (PRIMACK &
RODRIGUES, 2001).

Um exemplo notével das modificacbes ambientais derivadas da acdo humana
pode ser observado na Mata Atlantica, que abrangia originalmente 150 milhdes de
hectares ao logo de toda a regido costeira do Brasil e hoje conta apenas com cerca de
16% da sua cobertura original (Figura 1). Ainda, 80% dos fragmentos restantes tém
menos de 50 hectares e a distancia média entre fragmentos é grande, cerca de 1440 m
(RIBEIRO et al., 2009). Como resultado do pequeno tamanho dos fragmentos e
descontinuidade do habitat ocorre a redugdo do potencial de disperséo e colonizacéo,
além da reducdo de capacidade de alimentacdo de diversas espécies animais, condicfes
que ameagam sua sobrevivéncia. Dentre estas espécies incluem-se as espécies de
mamiferos, cujos requerimentos para manutencdo de populagBes vidveis ndo seriam
contemplados em fragmentos muito reduzidos (CHIARELLO, 2000).

A impossibilidade de dispersdo os individuos entre os fragmentos resulta na
perda de fluxo génico e no aumento da endogamia nas populacdes, o que leva a reducao
da variabilidade genética e consequentemente a reducdo do valor adaptativo dos
individuos, chamada depressédo endogamica (FRANKHAM et al., 2008). A reducdo da

variabilidade genética pode afetar negativamente o desenvolvimento dos individuos da



populacdo, dada a tendéncia de homozigotos em apresentar desenvolvimento menos

estdvel que os heterozigotos devido as diferentes capacidades de canalizacdo dos

genotipos (LANDE, 1980). A canalizacdo consiste na habilidade de amortecimento ou

atenuacédo de influéncias ambientais nos processos do desenvolvimento, restringindo a

variabilidade de fendtipos e direcionando o desenvolvimento para um fenotipo 6timo,

mais comum nas populagdes naturais (WADDINGTON, 1942). Uma menor capacidade

de canalizacdo do desenvolvimento aumenta a sensibilidade do sistema de

desenvolvimento a pequenas perturbacfes nos processos celulares, chamadas de ruidos

do desenvolvimento, resultando em desvios no desenvolvimento de um organismo

independente do genotipo ou ambiente (KLINGENBERG, 2003).
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Figura 1: Mapa ilustrando o grau de fragmentagdo da Mata Atlantica Brasileira

em 2005. Fonte: (SOS MATA ATLANTICA/ INPE, 2008)



A tendéncia de pequenas perturbacdes produzirem modificagdes de um dado
fendtipo, desviando-o do fenotipo 6timo esperado, € interpretada como a Instabilidade
no Desenvolvimento de um organismo (KLINGENBERG & NIJHOUT, 1999;
PALMER, 1996).

Em organismos bilaterais, a Instabilidade no Desenvolvimento resulta em
fendtipos que apresentam desvios na forma e/ou tamanho entre os lados do corpo, ou
seja, assimetria. S80 conhecidos trés tipos bioldgicos de assimetria: Assimetria
Direcional , Antissimetria e Assimetria Flutuante, que podem ser diferenciados a partir
da distribuicdo dos desvios entre os lados esquerdo e direito dos individuos de uma
populacdo. Na Assimetria Direcional, o valor médio da distribuicdo de simetria é
significativamente diferente de zero e desviado sistematicamente para apenas um dos
lados, enquanto que na Antissimetria o valor médio é centrado em zero, mas a
distribuicéo das assimetrias € achatada ou bimodal, ou seja, os individuos simétricos sdo
mais raros que os individuos que apresentam desvios para ambos os lados. Estes tipos
de assimetria sdo controlados pelos processos de desenvolvimento e podem ter relagcdo
com o valor adaptativo (i.e. sobrevivéncia e sucesso reprodutivo) dos individuos. Por
outro lado, a Assimetria Flutuante ndo apresenta carater adaptativo e se caracteriza por
pequenos desvios da simetria bilateral perfeita, com distribuicdo normal e média igual a
zero (PALMER, 1994; TOMKINS & KOTIAHO, 2001).

Por apresentarem seu programa de desenvolvimento baseado em um mesmo
gendtipo baésico, seria esperado que os dois lados de um organismo bilateral se
desenvolvessem igualmente, como imagens espelhadas, em um ambiente homogéneo, ja
que a influéncia externa nos processos de desenvolvimento do organismo seria igual em
ambos os lados. Entretanto, a presenca de desvios aleatorios estd relacionada a

incapacidade do organismo de atenuar a influéncia de pressdes ambientais na trajetoria



ontogenética de estruturas bilaterais, o que faz com que a Assimetria Flutuante possa ser
usada como uma estimativa de Instabilidade no Desenvolvimento (PALMER, 1994).

Dentre os fatores que podem alterar a Instabilidade no Desenvolvimento de um
organismo esta a presenca de estresse. Segundo ESCOS et al. (2000), estresse €
qualquer fator ambiental que causa reducdo no uso eficiente de energia, prejudicando os
mecanismos de regulacdo (homeostase) do desenvolvimento e, a longo prazo, a reducao
do valor adaptativo total de um organismo. Assim, a exposicdo a tais fatores pode
aumentar a Instabilidade no Desenvolvimento ao dissipar parte da energia empregada
pelo organismo nos sistemas de regulacdo do desenvolvimento, alterando padrdes de
expressdo génica e o fluxo de energia em vias metabdlicas (GRAHAM et al., 2010).
Diversos estudos tém documentado uma relacdo positiva entre os niveis de assimetria e
os niveis de estresse de populagdes de diversos organismos (e.g. ANCIAES & MARINI,
2000; HOELZEL et al., 2002; LEAMY et al., 1999; MCKENZIE & CLARKE, 1988;
PANKAKOSKI, 1985; PARSONS, 1991; SARRE, 1996; SCHMELLER et al., 2011),
sugerindo o uso dos niveis de Assimetria Flutuante como indicadores da presenca de
estresse, seja ambiental, antropogénico e/ou genético (GRAHAM et al.,, 2010;
OLEKSYK et al., 2004).

Em mamiferos, diversos estudos sobre alteracdes de simetria tém por foco
estruturas encontradas no cranio, mandibula e denticdo (e.g. HOELZEL et al., 2002;
HUTCHISON & CHEVERUD, 1995; MARCHAND et al., 2003; MIKULA et al., 2010;
PATTERSON & PATTON, 1990; TEIXEIRA et al., 2006). O crénio dos mamiferos é
dividido em trés porcdes, o dermatocranio, 0 neurocranio e o esplancnocranio. Os 0ssos
do dermatocranio distribuem-se na superficie externa da caixa craniana, sendo eles os
nasais, frontais e parietais que distribuem-se em ambos os lados da linha media dorsal,

0S esquamosais, que contribuem para a articulagdo com a mandibula e, junto com o 0s



0ss0s jugais, formam o arco zigomaético e os lacrimais, que se localizam na por¢édo
anteromedial das orbitas (Figura 2a, b) (FELDHAMER et al., 2007). Os ossos do
neurocranio compdem a porcao interna do crénio e dentre eles estdo 0s 0ssos occipitais
que formam o fordmen magnum, os 0ssos esfendides que contribuem tanto para o
assoalho do cranio quanto na formacdo da parede das orbitas e os elementos etmoides
que cercam internamente a &rea nasal (figura 2b) (FELDHAMER et al., 2007). O
esplancnocrénio € composto pelos os 0ssos alisfenoides, que formam a parede posterior
das orbitas, o vémer, os palatinos e os pterigoides, que formam o palato primério, e
pelos maxilares e pre-maxilares, 0ssos nos quais estdo inseridos os dentes e que
contribuem ventralmente para a formagao do palato secundério (Figura 2b). Ainda, na
porcao ventral, estdo presentes trés ossiculos do ouvido médio que sdo recobertos pela
bula timpéanica (FELDHAMER et al., 2007). A mandibula é composta por apenas um
par de 0ss0s nos quais se inserem os dentes, os dentarios, articulados anteriormente pela

sinfise mandibular (Figura 2c) (FELDHAMER et al., 2007).
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As andlises de assimetria sdo geralmente focadas nessas estruturas anatdbmicas por estas
serem complexas e apresentarem simetria bilateral, além de concentrarem as funges
alimentares e sensoriais, sendo importantes para a sobrevivéncia do organismo.

Poucos sdo os trabalhos avaliando as repercussGes do estresse relacionado a
fragmentacdo de habitat por causas antrdpicas ou naturais nos niveis de assimetria do
cranio e mandibula em populacdes de mamiferos silvestres na regido Neotropical,
incluindo estudos em remanescentes de Mata Atlantica. Ainda, pouco se sabe da
participagdo de fatores genéticos, como a perda de variabilidade genética, como
componente do que é considerado estresse por fragmentacdo de habitat, ou se as
distincBes ecoldgicas (e.g. locomocdo, alimentacdo, histéria de vida) podem contribuir
para diferentes padrGes de Assimetria Flutuante em espécies co-ocorrentes em
fragmentos florestais.

Para explorar tais lacunas sobre a relacdo entre fragmentacdo de habitat,
variabilidade genética e Assimetria Flutuante de pequenos mamiferos neotropicais, foi
escolhido como objeto de estudo o roedor Nectomys squamipes (Brants, 1827) (Figura
3), uma espécie amplamente distribuida em remanescentes de Mata Atlantica.

Diferente dos outros roedores sigmodontinos, por seu tamanho relativamente
grande (comprimento do corpo entre 162 e 254 mm e comprimento da cauda entre 165 e
250 mm) e por apresentar as patas traseiras com membranas interdigitais, N. squamipes
apresenta-se adaptado a vida semi-aquatica (HERSHKOVITZ, 1944). Apresenta
pelagem longa, com coloragdo dorsal marrom iridescente, enquanto seu ventre € mais
palido, com os pelos acinzentados na base, porem com uma coloracdo em seu apice
entre esbranquicada ou acinzentada e ocre. Sua cauda, com comprimento equivalente a

pelo menos 75% do comprimento do corpo, apresenta coloracdo uniforme. Suas patas



traseiras sdo grandes, robustas e adaptadas para a natacdo, apresentando além das
membranas interdigitais, uma franja de pelos natatérios (ERNEST, 1986).

A distribuicdo geogréfica de Nectomys squamipes abrange desde a costa norte da
América do Sul até o sul do Brasil e a provincia de Missiones, na Argentina, e desde
porcao oeste da cordilheira dos Andes até a costa atlantica do Brasil (HERSHKOVITZ,
1944). Sua ocorréncia esta fortemente relacionada com a presenga de corpos d’agua e
solos umidos (ERNEST & MARES, 1986), habitando &reas alagadas e /ou préximas a
riachos, corregos ou brejos (ALHO, 1982), sendo considerada uma espécie especialista
em termos de uso do habitat (BONVICINO et al., 2002). Diferente de Chironectes
minimus (Zimmermann, 1780), outra espécie de mamifero semi-aquatica habitante de
florestas densas com rios amplos, N. squamipes esta relacionada a corpos d’agua de
tamanho reduzido em é&reas com cobertura vegetal menos densa (GALLIEZ &

FERNANDEZ, 2012).
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Figura 3: Individuo de Nectomys squamipes. Foto: Pablo R. Gongalves.

Em geral, N. squamipes apresenta baixa capacidade de dispersdo em paisagens
fragmentadas. Em seu estudo em uma area fragmentada permeada por uma matriz

composta por plantacdes de café, eucalipto e pasto, PASSAMANI & FERNANDEZ
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(2011a, 2011b) registraram a espécie em apenas um dos fragmentos estudados, sem
ocorréncia de movimento entre os fragmentos. Ainda, PASSAMANI & RIBEIRO
(2009) ndo observaram nenhum registro da presenca de N. squamipes na matriz
composta por plantacdo de café, em seu estudo sobre o uso da matriz pela comunidade
de pequenos mamiferos em fragmento florestal no municipio de Santa Teresa, ES,
Brasil. Entretanto, uma matriz mais permeavel pode viabilizar o deslocamento desta
espécie entre fragmentos florestais, por uma distancia de cerca de 520 m (PIRES et al.,
2002).

A forte relagdo com seu habitat preferencial faz com que N. squamipes seja mais
vulneravel a extincdo decorrente da reducdo ou fragmentacdo de remanescentes
florestais que outras espécies de pequenos mamiferos como, por exemplo, Didelphis
aurita Wied-Newied, 1826, e Marmosa paraguayana (Tate, 1931) (Didelphimorphia:
Didelphinae), que sdo capazes de se deslocar entre fragmentos por diferentes tipos de
matrizes (PASSAMANI & RIBEIRO, 2009; PIRES & FERNANDEZ, 1999; PIRES et
al., 2002; VIVEIROS DE CASTRO & FERNANDEZ, 2004).

Assim, este estudo pretende avaliar quais sdo os efeitos da reducdo e
fragmentacdo de habitat nos niveis de Assimetria Flutuante do cranio e mandibula de
Nectomys squamipes, testando as relacdes da redugdo de habitat e do decréscimo de
diversidade genética com os niveis de Assimetria Flutuante em populagdes de pequenos
mamiferos silvestres. Os niveis de assimetria sdo estimados em populacdes de

Nectomys squamipes de fragmentos de Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro com

diferentes tamanhos, apresentando também diferentes heterozigosidades, estimadas em
estudos de microssatélites com a espécie. Considerando o0s estudos prévios sobre

Assimetria Flutuante e sobre a ecologia de N. squamipes, espera-se que tanto o tamanho



do remanescente florestal como a heterozigosidade apresente correlagfes negativas
com os niveis de assimetria craniana e mandibular em populac@es desta espécie.
Visando também testar a influéncia de diferencas ecoldgicas no acumulo de
assimetria flutuante, foram realizadas comparacfes dos niveis de assimetria entre
populacfes de N. squamipes e M. paraguayana, um marsupial florestal amplamente
distribuido no leste brasileiro e com grande capacidade de permanéncia em fragmentos
de diferentes tamanhos no Mata Atlantica. Essa espécie de marsupial (Figura 4)
apresenta habitos arboricolas e exibe alta capacidade de deslocamento, maior em
relacdo a N. squamipes, e capacidade de atravessar diferentes tipos de matrizes
(PASSAMANI & FERNANDEZ, 2011a; PASSAMANI & RIBEIRO, 2009; PIRES et
al., 2002), sendo capaz de formar uma metapopulagdo entre fragmentos florestais
isolados por pastagens. Tal caracteristica sugere que esta espécie seria menos sensivel
aos impactos antropicos do que N squamipes, sendo capaz de manter populagdes viaveis

e geneticamente conectadas mesmo em paisagens fragmentadas.

Figura 4: Individuo de Marmosa paraguayana do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba,
Carapebus, RJ.
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Nestas comparagdes, espera-se que espécies com maior sensibilidade aos efeitos
da fragmentacdo apresentem maiores niveis de Assimetria Flutuante em suas
populacbes, do que espécies menos sensiveis a estes efeitos. Assim se os padrdes de
Assimetria Flutuante de fato refletem efeitos da fragmentagdo florestal, obter-se-iam
niveis de Assimetria Flutuante distintos para as duas espécies, com N. squamipes se
apresentando mais assimétrica do que_M. paraguayana.

As informac0es fornecidas neste estudo serdo importantes para compreender 0S
efeitos da fragmentacdo e reducdo de ecossistemas naturais na variabilidade
morfolégica e viabilidade de populacgdes silvestres, além de auxiliar na avaliacdo desta
abordagem para compreender perturbacdes em diferentes espécies e habitats ameagados

inseridos em biomas neotropicais.

2. Objetivos

e Quantificar os padroes de Assimetria Flutuante de populacGes de Nectomys
squamipes e de Marmosa paraguayana do Estado do Rio de Janeiro a partir da
forma do crénio e mandibula.

e Testar se ha diferencas entre os padrdes de Assimetria Flutuante das diferentes
amostras de N. squamipes do Estado do Rio de Janeiro.

e Avaliar as relagdes entre a Assimetria Flutuante das amostras de Nectomys
squamipes e dois fatores importantes para a conservacdo de populagdes naturais:

o A heterozigosidade média da populacdo; e
o 0 tamanho do fragmento.

e Testar se os padrbes de Assimetria Flutuante de N. squamipes e M. paraguayana

refletem as diferencas biondmicas entre as duas especies e suas relagdes com a

fragmentacéo florestal.
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3. Material e métodos

3.1. Amostras

As amostras de Nectomys squamipes utilizadas neste trabalho s&o oriundas de
coletas realizadas anteriormente em seis diferentes fragmentos de Mata Atlantica do
Estado do Rio de Janeiro (Figura 5). Dentre as amostras, duas foram obtidas na regido
centro sul do estado, em Ilha Grande, municipio de Angra dos Reis, e llha da
Marambaia, municipio de Mangaratiba. As demais amostras foram obtidas no Norte
Fluminense, sendo as amostras de Glicério, do Terminal Cabiunas (TECAB) e do
Parque Natural Municipal Fazenda Atalaia (PNMFA), localizadas no municipio de
Macaé, e a amostra do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), localizada
no municipio de Carapebus.

Considerada a maior ilha do Estado do Rio de Janeiro, llha Grande (23° 10’
33,5" S; 44° 12’ 27,8" O) esté localizada na baia de mesmo nome, no municipio de
Angra dos Reis. Possui cerca de 17200 hectares cobertos majoritariamente por Floresta
Ombréfila Densa, e encontra-se separada do continente por um canal com cerca de dois
quildmetros de largura (ESBERARD et al., 2009)

Localizada na Baia de Sepetiba, no sul do estado, a Ilha da Marambaia (23° 4'
34,03" S; 43° 58 '30,04” O), como é conhecida a porcao oeste da restinga da Marambaia,
possui cerca de 7700 hectares de area cobertos por diferentes formacbes vegetacionais,
como matas de encosta e areas de restinga. Apesar de ser denominada uma ilha,
encontra-se conectada ao continente por uma estreita faixa de areia com cerca de 40 km

de extens&o proximo a regido do municipio de Mangaratiba (CARVALHO et al., 2007).
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Figura 5: Mapa do Estado do Rio de Janeiro com as localidades (pontos vermelhos) utilizadas no
presente estudo para Nectomys squamipes. 1. llha Grande; 2.1lha da Marambaia, 3.Glicério, 4.
PNMF Atalaia; 5. TECAB; 6. PNRJ.

Um dos seis distritos do municipio de Macaé, Glicério (22°14'4,51"S; 42°
3'59,38” O) localiza-se na parte oeste, préximo aos limites com o municipio de
Conceicdo de Macabu. Nesta regido encontram-se diversos fragmentos de Floresta
Ombréfila Densa Montana e Sub-Montana de grande importancia para conservagdo no
Estado do Rio de Janeiro (ALVES et al., 2009).

Sob influéncia direta das atividades de expansdo do Terminal Cabitnas (TECAB,
22°17'28,51"S; 41°43'40,94"0) no municipio de Macae, encontram-se dois pequenos e

proximos fragmentos florestais, dos quais o maior apresenta cerca de 100 hectares.
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Estes fragmentos florestais em formacg&o secundéria estdo circundados por uma area de
pastagens, e estdo adjacentes a rodovias e empreendimentos industriais do TECAB.

O Parque Natural Municipal Fazenda Atalaia (PNMFA, 22° 18' 54,32" S; 41°
59' 37,48 O) localiza-se no municipio de Macaé e possui cerca de 11 km de perimetro.
O PNMFA esté inserido em um fragmento florestal de maior porte, que apresenta cerca
de 2000 hectares e abrange os distritos de Cdrrego do Ouro, Cachoeiros de Macaé e
Frade.

Criado em 1998, o Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ, 22° 15'
46,42" S; 41° 39' 22,81 O) abrange os municipios de Macaé, Quissama e Carapebus no
norte do Estado do Rio de Janeiro. O PNRJ possui cerca de 14650 hectares, protegendo
0 equivalente a 62% da Restinga de Jurubatiba, que é o maior fragmento remanescente
das restingas do Norte Fluminense.

As amostras de N. squamipes analisadas neste estudo compreendem 11
individuos de Ilha Grande, sete da Ilha da Marambaia, 24 de Glicério, 10 do TECAB,
13 do PNMFA e 15 do PNRJ.

Os individuos coletados em llha Grande, Ilha da Marambaia e Glicério
encontram-se depositados na Colecdo de Mamiferos do Museu Nacional da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (MN), enquanto os exemplares coletados no
TECAB, PNMFA e PNRJ encontram-se depositados na Colecdo de Mamiferos do
Ndcleo em Ecologia e Desenvolvimento Socioambiental de Macaeé da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (NUPEM/UFRJ).

Os padroes de Assimetria Flutuante nas populacdes de Nectomys squamipes
distribuidas no Norte Fluminense foram comparados com padrfes de assimetria em
populacbes co-ocorrentes do marsupial Marmosa paraguayana. Foram utilizados 11

individuos coletados no PNRJ e sete individuos coletados no TECAB. Este material
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encontra-se depositado na Cole¢do de Mamiferos do NUPEM/UFRJ. A lista completa

de espécimes analisados encontra-se no Apéndice.

3.2.Variacéo intrapopulacional: sexo e idade

Cada um dos individuos teve sua classe etaria estimada com base em erupcéo
dentaria e desgaste dos molares. A classificacdo de Nectomys squamipes teve suas
classes estipuladas especialmente para o intervalo de variacdo apresentado pelos
individuos das amostras utilizadas no presente trabalho. Com base nos individuos
observados foram reconhecidas nove classes etarias, da classe 0 até a classe 8 (Figura 6).
Em estudos envolvendo comparac6es entre populacdes de roedores (e.g. BRANDT &
PESSOA, 1994; CAMARDELLA et al., 1998), bem como em estudos sobre o efeito de
fatores ecoldgicos nas populacdes (e.g BERGALLO & MAGNUSSON, 2004) sao
considerados apenas individuos de uma mesma faixa etaria para diminuir o ruido que
seria causado pela variacdo encontrada durante o desenvolvimento ontogenético dos
individuos. Deste modo, para minimizar possiveis efeitos ontogenéticos nos padrdes de
Assimetria Flutuante das amostras, foram incluidos neste estudo apenas individuos a
partir da classe 3, considerados individuos adultos.

Outra fonte de “ruido” em estudos de variagdo morfoldgica ¢ o dimorfismo
sexual, diferenca morfologica encontrada entre individuos machos e fémeas da mesma
espécie. Estudos de variacdo intrapopulacional (e.g. BRANDT & PESSOA, 1994;
CAMARDELLA et al., 1998; VOSS, 1988) apontam que membros da tribo Oryzomyini,
na qual se inclui o género Nectomys, ndo apresentam diferengas significativas entre
machos e fémeas. Ainda, estudos sobre variagdo morfoldgica incluindo o género
Nectomys (e.g. COUTINHO et al., 2013; STEIN, 1988) utilizaram individuos de ambos
0s sexos indiscriminadamente para suas analises. Assim, machos e fémeas ndo foram

tratados como amostras diferentes nesse estudo.
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Para as amostras de Marmosa paraguayana o critério de determinagdo etéria
usado foi o padrdo de erupcdo dos dentes molares, proposto para estudos com
marsupiais vivos (MACEDO & LORETTO, 2006). Neste trabalho foram analisados
apenas os individuos adultos, ou seja, individuos que apresentaram todos os molares
eclodidos e funcionais.

Em seu trabalho sobre dimorfismo sexual em marsupiais do novo mundo,
ASTUA (2010) mostrou que Marmosa paraguayana, assim como a maioria das
espécies de Marmosa que estavam alocadas anteriormente no género Micoureus, nao
exibe dimorfismo sexual em relagdo ao tamanho ou forma do cranio e mandibula. Sendo
assim, as amostras de M. paraguayana utilizadas nesse estudo foram compostas tanto

por machos quanto fémeas.

3.3. Morfometria Geométrica

Estudos de assimetria podem seguir diversas metodologias, dentre elas a
utilizacdo de caracteres meristicos (e.g. PANKAKOSKI, 1985; SARRE & DEARN,
1991) e utilizacdo de dados morfométricos (e.g. ANCIAES & MARINI., 2000;
HOELZEL et al.,, 2002; MARCHAND et al., 2003; WHITE & SEARLE, 2008).
Estudos de assimetria com caracteres morfométricos podem ter dois modos distintos de
abordagem dos dados: a morfometria linear—considerada a abordagem tradicional—,
baseada em distancias lineares entre algumas estruturas estabelecidas; ou a morfometria
geomeétrica, que aborda as variagfes na forma da estrutura a partir de configuracGes de
marcos anatdémicos selecionados de modo a retratar da melhor maneira o formato da

estrutura estudada.
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MARCHAND et al. (2003), em seu estudo sobre efeito da fragmentagdo na
Assimetria Flutuante de Myodes (=Clethrionomys) glareolus (Schreber, 1780)
(Rodentia: Arvicolinae), comparou a abordagem tradicional com a abordagem
utilizando morfometria geométrica, apontando que, para o uso da abordagem tradicional,
fazem-se necessarios Vvarios indices e testes para 0s tratamentos estatisticos que
investigam padrdes de assimetria. Ja a abordagem com morfometria geométrica
necessita de um menor nimero de procedimentos estatisticos para obter a mesma
informagdo, simplificando os procedimentos.

Tendo em vista essa simplicidade em relacdo ao tratamento estatistico, este
trabalho utiliza a morfometria geométrica. Essa metodologia envolve a digitalizacdo das
estruturas anatémicas, a partir das quais sdo construidas as configuragdes de marcos

anatdmicos usadas para obter as informagdes sobre a assimetria.

Digitalizacdo das estruturas anatémicas

A digitalizacdo dos cranios e mandibulas foi feita a partir de fotografias digitais.
Tais fotografias foram obtidas utilizando uma camera fotografica Panasonic Lumix
modelo DMC-FZ47. As fotos foram obtidas com a camera posicionada imovel com
auxilio de um tripé e com o cranio ou mandibula posicionado de modo que a vista a ser
fotografada estivesse paralela a lente da camera. Para essas fotos ndo houve utilizacéo
de zoom e os espécimes foram centralizados para evitar distor¢es da imagem causadas

pelas bordas da lente da camera.

Para cada espécime foram fotografadas as vistas dorsal e ventral do cranio e as
vistas laterais da mandibula. Cada espécime foi fotografado juntamente com uma

etiqueta para identificacdo e uma régua para estabelecimento da escala.
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Marcos anatbmicos

A partir das fotografias, as configuracdes de marcos anatbmicos foram obtidas
utilizando o software TPSDIG2 (ROHLF, 2006). Marcos anatbmicos sdo pontos
distintos de estruturas do organismo que podem ser localizados recorrentemente e
geralmente sdo escolhidos entre porc6es facilmente distintas do contorno das formas ou
no encontro de duas o mais suturas, no caso da vista dorsal do cranio por exemplo.
Foram estabelecidas configuracdes para as duas vistas do cranio e para a vista lateral da

mandibula.

O cranio e mandibula de roedores como Nectomys sgquamipes apresentam
morfologia bem distinta do crénio e mandibula dos marsupiais, como Marmosa
paraguayana. Tal fato faz com que as estruturas topogréaficas de facil reconhecimento,
melhores candidatas para serem usadas como marcos anatbmicos, ndo sejam exatamente
as mesmas estruturas morfoldgicas para ambas as espécies. Portanto, cada configuracédo
de marcos anatémicos foi formulada a partir de estruturas facilmente reconheciveis nos
cranios e mandibulas de cada uma das espécies independente das estruturas serem
homologas entre espécies. Entretanto, para manter a comparabilidade entre as
configuracBGes de marcos anatémicos, as configuracdes foram geradas com o mesmo
numero de variaveis (i.e. marcos anatémicos).

As configuracGes para a vista dorsal contam com 18 marcos anatémicos, sendo
cinco 0s marcos impares centrais, numero 1 ao 4, e sete marcos pares marcados em
ambos os lados do créanio (Figura 7). As configuracdes para a vista ventral contam com

20 marcos anatdmicos, sendo quatro marcos impares e oito marcos pares (Figura 8).
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Figura 7: Esquemas de vista dorsal do crénio de um roedor (a) e de um marsupial (b) com as
configuragbes de marcos anatdmicos utilizados para Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana,

respectivamente. Os esquemas encontram-se com a por¢ao anterior voltada para cima.
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Figura 8: Esquemas de vista ventral do crénio de um roedor (a) e de um marsupial (b) com as
configuracBes de marcos anatbémicos utilizados para Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana,

respectivamente. Os esquemas encontram-se com a porg¢ao anterior voltada para cima.
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As configuracBes para vista lateral da mandibula contam com dez marcos
anatdbmicos (Figura 9). Os nomes dos marcos anatémicos utilizados para a anélise das
amostras de Nectomys squamipes encontram-se descritos na Tabela 1 enquanto 0s
nomes dos marcos anatdmicos utilizados para Marmosa paraguayana encontram-se na

Tabela 2
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Figura 9: Esquemas de vista lateral da mandibula de um roedor (a) e de um marsupial (b) com as
configuracBes de marcos anatdmicos utilizados para Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana,

respectivamente. Os esquemas encontram-se com a por¢éo anterior voltada para a direita.
Alguns espécimes ndo puderam ser utilizados para analises das trés vistas do
cranio/mandibula, por apresentarem algumas estruturas escolhidas como marcos
anatdmicos quebradas ou de dificil observacdo. O nimero de espécimes utilizados para
cada vista do cranio/mandibula para cada uma das localidades, tanto de N. squamipes

quanto para M. paraguayana estdo na Tabela 3.

21



Tabela 1: Descricdo dos marcos anatdmicos das vistas dorsal e ventral do cranio e lateral da

mandibula usados para Nectomys squamipes.

Cranio - vista dorsal
Plano sagital
1. Extremidade anterior dos nasais.

2. Sutura nasal- frontal.
3. Ponto médio da sutura parietal-
interparietal.

4. Ponto mais distal do supraoccipital.

Esquerda e direita
5 e 12. Ponto mais proximal da sutura
entre nasal e pré-maxilar.

Cranio - vista ventral

Plano sagital

1. Extremidade anterior da pré-maxila no
processo gnatico.

2. Porgdo posterior do palatino.

3. Ponto médio da sutura esfeno-occipital.
4. Ponto médio anterior do foramem
magnum.

Esquerda e direita
5 e 13. Ponto externo anterior da insergdo
dos incisivos.

Mandibula- vista lateral

1. Margem anterior do alvéolo incisivo.

2. Margem posterior do alvéolo incisivo.
3. Ponto do diastema proximo ao foramen
mental.

4. Ponto anterior da raiz do primeiro
molar.

5. Apice do processo coronoide.

6 e 13. Projecdo anterior do zigoma.
7 e 14. Ponto interno a fossa orbital mais anterior do
arco zigomatico.

8 e 15. Ponto medial da contricdo interorbital.

9 e 16. Ponto interno a fossa orbital mais posterior do
arco zigomatico.

10 e 17. Ponto mais externo da sutura supraoccipital.
11 e 18. Ponto posterior das protuberancias laterais do
occipital.

6 e 14. Margem proximal do foramem incisivo.

7 e 15. Margem distal do foramem incisivo.

8 e 16. Ponto interno mais proximal do arco
zigomatico.

9 e 17. Margem proximal da série molar.

10 e 18. Margem distal da série molar.

11 e 19. Ponto mais distal do arco zigomatico.

12 e 20. Margem externa posterior do condilo
occipital.

6. Ponto mais fundo do entalhe sigmoide.

7. Ponto mais distal do condilo articular.

8. Ponto mais fundo do entalhe entre o condilo
articular e o processo angular.

9. Extremidade do processo angular.
10. Base do processo angular.
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Tabela 2: Descricdo dos marcos anatdémicos das vistas dorsal e ventral do cranio e lateral da

mandibula usados para Marmosa paraguayana.

Cranio - vista dorsal
Plano sagital
1. Ponta dos nasais.

2. Sutura nasal- frontal.
3. Ponto médio da sutura parietal-
interparietal.

4. Ponto mais distal do supraoccipital.

Esquerda e direita
5 e 12. Ponto mais proximal da sutura
nasal-pré-maxilar.

Cranio - vista ventral

Plano sagital

1. Extremidade anterior da pré-maxila no
processo gnatico.

2. Porgdo posterior do palatino.

3. Ponto médio da sutura esfeno-occipital.
4. Ponto médio anterior do fordmem
magnum.

Esquerda e direita
5 e 13. Ponto externo posterior dos
caninos.

Mandibula- vista lateral

1. Margem anterior do alvéolo do
primeiro incisivo.

2. Margem posterior do alvéolo do canino.
3. Margem posterior do alvéolo do
terceiro pré molar.

4. Margem posterior do alvéolo quarto
molar.

5. Apice do processo coronoide.

6 e 13. Projecdo dorsal posterior do pré-maxilar.
7 e 14. Ponto interno a fossa orbital mais anterior do
arco zigomatico.

8 e 15. Processo anterorbital.

9 e 16. Ponto interno a fossa orbital mais posterior do
arco zigomatico.

10 e 17. Ponto mais externo da sutura supraoccipital.
11 e 18. Parte posterior das protuberancias laterais do
occipital.

6 e 14. Margem anterior do foramem incisivo.

7 e 15. Margem posterior do foramem incisivo.

8 e 16. Ponto externo mais proximal do terceiro pré-
molar.

9 e 17. Ponto mais proximal do quarto molar.

10 e 18. Margem distal da série molar.

11 e 19. Ponto mais distal do arco zigomatico.

12 e 20. Margem externa posterior do condilo
occipital.

6. Ponto mais posterior do processo corondide.
7. Base posterior do processo corondide.

8. Ponto mais distal do condilo articular.
9. Ponto externo do processo angular.

10. Ponto mais extremo da curvatura ventral da
mandibula.
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Tabela 3: Numero de individuos de Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana de cada amostra
utilizado nas andlises de acordo com as vistas do cranio / mandibula.

Espécie Origem da Amostra Cranio Cranio Lateral da
Dorsal Ventral Mandibula
N. squamipes
Glicério, Macaé, RJ. 22 21 20
I. Grande, Angra dos Reis, RJ. 10 10 11
I. da Marambaia. Mangaratiba, RJ 07 05 07
PNMFA, Macaé, RJ. 11 10 08
PNRJ, Carapebus, RJ. 14 10 12
TECAB, Macaé, RJ. 10 07 09
Total 74 63 67
M. paraguayana
PNRJ, Carapebus, RJ. 10 11 10
TECAB, Macaé, RJ. 07 07 06
Total 17 18 16

3.4. Tratamento e andlise dos dados

Para cada individuo foram obtidas duas configuracGes para cada vista do cranio,
para permitir acesso ao erro de precisdo na digitalizacdo dos marcos anatomicos. Para
cada vista, as configuracbes de marcos de todos os individuos foram sobrepostas
utilizando o método de Procrustes (KLINGENBERG & MCINTYRE, 1998)

O método de sobreposicao Procrustes consiste em remover os efeitos da variacdo
entre o tamanho, a posicao e a orientacdo das configuracdes de marcos anatdmicos para
que as formas possam, entdo, ser comparadas (Figura 10). Primeiro, as configuracdes de
marcos anatémicos sdo reunidas e reescalonadas para um mesmo tamanho padrédo. Esse
tamanho padréo € obtido a partir do tamanho do centroide, que é calculado como a raiz

quadrada da soma do quadrado das distancias de cada marco anatbmico até o centro de
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gravidade da configuracdo. Em seguida, as configuracdes sdo alinhadas de forma que
seus centros de gravidade se encontrem na origem do sistema de coordenadas,
procedimento que exclui o efeito da posicdo das configuragcdes de marcos anatdmicos
nas diferencas entre as estruturas. Por Gltimo, as configuracdes sdo rotacionadas a partir
do centro de gravidade para uma posi¢cdo em que a soma dos quadrados dos desvios
entre marcos anatémicos correspondentes seja minima (KLINGENBERG, 2010).

Ap0s serem submetidas ao método de Procrustes, as configuracOes estdo prontas
para 0 processamento estatistico. A comparacdo da forma em estudos de morfometria
geométrica € dada pela comparacdo do posicionamento de cada marco anatbmico em
relacdo ao seu homologo em outro individuo ou no outro lado do crénio do mesmo

individuo (homologia iterativa).

Teste para Assimetria Flutuante

Em organismos, a simetria bilateral pode se apresentar de duas maneiras: A
simetria de correspondéncia e a simetria de objeto. Simetria de correspondéncia ocorre
quando a estrutura de interesse se encontra duplicada no organismo, com cada cépia
apresentando-se como imagem espelhada da outra, sem que o plano de simetria passe
pelo objeto, e.g. ramos mandibulares direito e esquerdo de roedores. Por outro lado,
simetria de objeto ocorre quando a estrutura de interesse € uma estrutura Unica no
organismo, que cortada por uma linha média, ou plano interno de simetria, apresenta
suas metades como imagens espelhadas umas das outras, e.g. cranios (GRAHAM et al.,
2010; KLINGENBERG et al., 2002).

Para estudos de Assimetria Flutuante na forma dos organismos utilizando
configuracBes de marcos anatdmicos, 0s desvios de simetria sdo obtidos a partir de
modificacbes do método de sobreposi¢cdo Procrustes. Em objetos com simetria de
correspondéncia, como as mandibulas, as configuragdes de marcos anatdbmicos de um
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lado do corpo sdo espelhadas para que 0s marcos anatdmicos correspondentes em
ambos os lados possam ser alinhados (Figura 10a). Em seguida, ambas as estruturas sdo
redimensionadas a partir de seus tamanhos de centroide (Figura 10b). As configuracdes
esquerda e direita sdo sobrepostas para que ambas apresentem o mesmo valor de
centroide, sendo o ponto médio entre as coordenadas x e y de cada configuracdo
geralmente modificado para as coordenadas [0,0] (Figura 10c). Por fim, assim como no
método Procrustes padrdo, as configuracfes sdo rotacionadas até atingirem o melhor
ajuste entre os marcos anatdmicos correspondentes (Figura 10d). A assimetria pode
entdo ser quantificada como o0s desvios entre pares de marcos anatdmicos
correspondentes (KLINGENBERG & MCINTYRE, 1998).

Para estudos usando estruturas com simetria de objeto, como crénios, a
modificacdo do método Procrustes divide a variacdo da forma em dois componentes,
um simétrico e o outro assimétrico, a partir da sobreposi¢do entre a estrutura e sua
imagem espelhada. Primeiro é feita uma cdpia da configuracdo de marcos anatdmicos
da estrutura. Essa copia é refletida, procedimento que pode ser feito invertendo o sinal
das coordenadas no eixo x de todos os marcos anatémicos (Figura 11a). Em seguida, 0s
marcos da copia refletida sdo renomeados para que possam ser pareados com 0S marcos
da configuracgdo original (Figura 11b). Sdo entdo realizadas as outras etapas do método
de Procrustes (Figura 11c). Ao final é obtido o consenso entre a configuracéo original e
sua imagem invertida, que consiste em uma configuracdo perfeitamente simétrica
(Figura 11d).

A variacdo desse consenso simétrico entre os individuos de uma amostra é o
componente simétrico da variacdo de forma. A assimetria € quantificada a partir do
calculo dos desvios entre a configuracdo original e 0 consenso simeétrico

(KLINGENBERG et al., 2002).
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Figura 10: Exemplo de superposi¢do Procrustes para analise de assimetria com a mandibula de um
roedor. Primeiramente, uma das configuracdes originais é espelhada de forma a ambas
apresentarem a mesma orientacdo (a). Depois, ambas sdo redimensionadas a partir do tamanho do
centroide (b) e tem seus centroides sobrepostos(c). Por ultimo, as configuracGes sédo rotacionadas (d)

de modo que 0s marcos anatémicos correspondentes apresentem o melhor encaixe.
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Figura 11: Assimetria Flutuante para uma configuracdo de simetria de objeto com 8 marcos
anatdmicos. (a) A configuracdo original (cinza escuro) é copiada e espelhada (cinza claro), e em
seguida os marcos da configuracdo espelhada sdo renomeados para que possam ser pareados com a
configuracdo original (b). Depois as configuracdes sdo submetidas a sobreposicao de Procrustes (c)
e por fim é obtido um consenso entre configuracdo original e sua imagem espelhada (d, linha
pontilhada) que é perfeitamente simétrico. Os desvios de assimetria sdo obtidos em comparacdes

das configuracdes originais com este consenso simétrico.

28



A magnitude da variacdo entre as formas atribuida a Assimetria Flutuante pode
ser obtida a partir de uma Analise de Variancia — ANOVA bifatorial de modelo
misto (two way, mixed-model ANOVA). Tal analise quantifica cinco componentes de
variacdo: (1) individuos, efeito de grupo, que consiste em uma amostra aleatoria de
individuos de uma populacédo; (2) lados ou reflexdes, efeito fixo ou variavel resposta
que apresenta dois niveis: (3) esquerda e direita; a interagdo “individuo x lado do
cranio”, que é um efeito misto; (4) o “residuo” ¢ (5) o “erro” (GRAHAM et al., 2010;
KLINGENBERG et al., 2002).

Nessa andlise, a variavel “individuo”, mostra a variagdo entre todos 0s
individuos da amostra. A variavel “lado” ou “reflexdo” mostra a variacao atribuida a
diferenca sistematica de um lado em relacdo ao outro na amostra toda, ou seja, a
existéncia ou ndo de Assimetria Direcional .

A interacdo entre ambas as variaveis (“individuo x lado”) representa a variagao
entre os individuos para as diferencas entre um lado e outro do cranio de um dado
individuo, sendo considerada uma medida de assimetria flutuante. Por Gltimo, o residuo
quantifica toda a variacdo que nao esta relacionada a nenhum dos trés fatores anteriores,
e 0 erro representa variagfes decorrentes de erros de posicionamento ou digitalizacdo

dos exemplares.

indice de Assimetria Flutuante

A variacdo em conjuntos de dados bioldgicos, geralmente, ndo se apresenta igual
em todas as dire¢Oes, caracterizando uma variagao ndo isotropica. Entretanto, a varia¢do
isotropica facilita as anélises estatisticas da variacdo da forma, pois quando a variacao

dos dados se distribui igualmente em torno da média, a diferenca geral no
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posicionamento dos marcos depende exclusivamente da configuragdo média. A
abordagem tradicional da morfometria geométrica, usada para identificar padrbes de
forma, ndo permite transformacdes matematicas da variacdo original devido a
necessidade de se preservar a correspondéncia entre os indices ou escores e a
configuracdo original de marcos anatdbmicos para a visualizacdo gréfica das alteragdes
na forma.

KLINGENBERG & MONTEIRO (2005) desenvolveram uma modificacdo nos
calculos usados para andlises dos desvios de forma que transformam a variacdo néo
isotropica em isotrépica, permitindo o célculo de um indice expressando a magnitude
dos desvios aleatorios dos marcos anatémicos de cada lado em relacdo a posicdo média
destes marcos para cada individuo (Figura 12).

O caélculo do indice de Assimetria Flutuante baseia-se nas diferengas entre as
configuracOes esquerda e direita, ou as reflexdes no caso de simetria de objeto, para
todas variaveis. Tais diferencas sdo calculadas e ajustadas em relacdo a Assimetria
Direcional . Em seguida, é feita uma regressdo das diferencas de forma em relacdo as
diferencas de tamanho do centrdide e, no caso da regressdo ser significativa, as
variaveis sdo ajustadas a partir dos residuos da regressdao. A partir da matriz de
covariancia desses residuos € feita uma analise de componentes principais e 0s escores
padronizados dos componentes sdo calculados para todos 0s componentes que
apresentem autovalores diferentes de zero. Os escores padronizados sdo calculados
dividindo cada escore pela raiz quadrada de seu respectivo autovalor. O indice de
Assimetria Flutuante é dado a partir da raiz quadrada da soma dos quadrados de cada

um dos escores padronizados (LEAMY et al., 2005).
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Figura 12. Distancia modificada para estudos de Assimetria Flutuante e outros desvios da forma.
(A) Distribuigdo original, ndo isotropica, dos desvios da forma em torno da média. Os casos
individuais estéo ilustrados como setas numeradas. (B) Apos sofrer a transformacao, a variagdo em
torno da média é isotrdpica e a distribuicdo foi transformada de eliptica pra circular. Apos a
transformacéo, as dire¢cGes e comprimentos dos desvios foram alterados, entretanto cada um
manteve a mesma magnitude relativa. (C) Como a varia¢do em torno da média é isotrdpica depois
da transformacéo, as magnitudes dos desvios podem ser comparadas diretamente entre diferencas
na forma com dire¢des distintas (circulos cinza), transformando a distdncia da média em uma
medida relativa da diferenca na forma. Adaptado de KLINGENBERG & MONTEIRO (2005).

Esse indice é uma medida escalar de Assimetria Flutuante individual, o que
permite que as analises sejam feitas a partir de estatistica univariada. Deste modo, 0s
indices individuais foram utilizados para as comparagbes dos niveis de Assimetria
Flutuante entre as populac@es. Todo o tratamento dos dados de morfometria geométrica,
incluindo as Procrustes ANOVA e o célculo dos indices de assimetria flutuante, foram

executados no software MORPHO J (KLINGENBERG, 2008).
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Comparagcéo entre amostras

Para testar o efeito do fragmento sobre a Assimetria Flutuante de Nectomys
squamipes, foram feitas comparagdes entre os conjuntos dos indices de Assimetria
Flutuante obtidos para os individuos de cada uma das amostras geograficas. No total,
foram feitas trés comparacdes entre os indices de Assimetria Flutuante, uma para cada
conjunto de indices calculados a partir das diferentes configuracbes de marcos
anatdmicos geradas para as diferentes vistas do cranio e mandibula.

Sempre que o0s pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram
alcancados, os conjuntos de Indices de Assimetria Flutuante foram comparados
utilizando Analises de Variancia unifatoriais (one way ANOVA). Quando tais
pressupostos ndo foram atingidos, testes ndo paramétricos correspondentes (Kruskal-

Wallis ANOVA) foram usados.

Correlacdo com Heterozigosidade média e com tamanho do fragmento

Populacdes de N. squamipes foram alvo de um estudo de estrutura genética
utilizando microssatélites (ALMEIDA et al., 2005), no qual foi demonstrado que a
variabilidade genética em populacbes de ilhas, equivale a metade da variabilidade
encontrada em populacdes continentais. Dentre as amostras estudadas se encontram as
amostras insulares de Ilha Grande e llha da Marambaia e a amostra continental de
Glicério, também utilizadas no presente trabalho. A partir dos dados sobre
heterozigosidade obtidos por ALMEIDA et al. (2005), foi possivel explorar a relagcdo
entre essa medida de variabilidade genética e a Assimetria Flutuante em populagdes de
N. squamipes utilizando as amostras desses trés fragmentos.

Além da relacdo com a heterozigosidade, a relagdo entre Assimetria Flutuante e

o tamanho do fragmento florestal de origem também foi explorada no presente trabalho.
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Para Ilha Grande e Ilha da Marambaia foram considerados os tamanhos das ilhas
disponiveis em bibliografia e mencionados anteriormente na sessdo Amostras. Para as
amostras do TECAB e do PNMFA foram utilizados os tamanhos dos fragmentos nas
quais as amostras foram coletadas (mencionados anteriormente na sessdéo Amostras da
metodologia). Para a amostra de Glicério, o tamanho do fragmento foi estimado a partir
da é&rea de floresta continua observada atraves de imagens de satélite disponiveis no
software Google Earth. Para 0 PNRJ a area do fragmento utilizada foi a area de
formacao florestal, cerca de 2340 hectares (CARIS et al., 2013), que corresponde a area
do PNRJ com potencial ocorréncia de Nectomys squamipes de acordo com as
caracteristicas desta espécie (ALHO, 1982; ERNEST & MARES, 1986).

Tanto a relagdo entre Assimetria Flutuante e heterozigosidade quanto a relacéo

com o tamanho do fragmento foram exploradas utilizando correlagdes de Pearson.

Comparacédo entre Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana.

Além das comparacdes entre as amostras de Nectomys squamipes de diferentes
fragmentos, também foram feitas comparacbes entre os conjuntos de indices de
Assimetria Flutuante obtidos para as amostras de N. squamipes coletados no PNRJ e
TECAB com os conjuntos obtidos para amostras de Marmosa paraguayana coletadas
nas mesmas localidades. Assim como nas comparacdes usando apenas amostras de N.
squamipes, foram feitas comparacgdes distintas para cada conjunto de indices gerados a
partir das configuragdes de marcos anatémicos obtidos das diferentes vistas do cranio e
mandibula. O procedimento de comparacdo foi o0 mesmo aplicado para a analise entre as
amostras de N. squamipes de diferentes fragmentos .

Estas comparagdes tiveram o intuito de avaliar a influéncia da sensibilidade de

N. squamipes a impactos antropicos a partir da Assimetria Flutuante ao relacionar os
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indices de Assimetria Flutuante observados para essa espécie em fragmentos de Mata
Atlantica de tamanhos distintos com os indices de M. paraguayana, outra espécie de
pequeno mamifero potencialmente menos vulnerdvel a impactos antrépicos (Ver
Introducéo), coletadas nos mesmos fragmentos.

Os testes de comparacdo de médias (ANOVAS), medianas (Kruskal-Wallis
ANOVA) e as correlagbes de Pearson utilizadas no trabalho foram realizadas no
software Statistica v. 8.0 (STATSOFT, 2007), sendo adotado o nivel de significancia

de P < 0,05.

3. Resultados

4.1. Assimetria Flutuante em Nectomys squamipes e Marmosa

paraguayana

O teste de assimetria flutuante, utilizando a ANOVA bifatorial de modelo misto
(ou Procrustes ANOVA), foi realizado para as vistas dorsal e ventral do cranio, e lateral
da mandibula, tanto para as amostras de Nectomys squamipes quanto para as amostras
de Marmosa paraguayana. Para estas analises, as diferentes localidades de cada espécie
foram reunidas em uma amostra Unica, de forma a identificar e quantificar Assimetria
Flutuante para cada espécie como um todo, aléem de minimizar possiveis erros devido as
diferencgas de tamanhos amostrais ao calcular os indices de assimetria flutuante.

Para N. squamipes a Procrustes ANOVA apontou variagdo significativa (P <
0,0001) tanto para a interacdo individuo x lado quanto para cada um dos fatores

individualmente nas vistas dorsal e ventral do cranio e na vista lateral da mandibula (

Tabela 4). Portanto, tanto as vistas do cranio quanto a mandibula apresentaram

variagOes significativas e aleatdrias em relagdo ao padréo de simetria, evidenciando a
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ocorréncia de Assimetria Flutuante em N. squamipes. Em relacdo ao fator “lado”, as
variacfes também se mostraram significativas (P < 0,0001) em ambas as vistas do

crénio e na mandibula, evidenciando Assimetria Direcional em N. squamipes.

Tabela 4: Procrustes ANOVA para as vista dorsal e ventral do cranio e da vistal lateral da
mandibula da amostra total de Nectomys squamipes. QM = Quadrados médios; g.l. = graus de

liberdade; % Var = porcentagem da variancia.

Vista Efeito Q.M. g.l F P % Var
Cranio Dorsal
Individuo 10,14 x 10 ° 1184 10,3 <0,0001 62,44
Lado 335x10° 16 341 <0,0001 20,64
Ind. x Lado 0,98x10° 1184 3,61 <0,0001 6,06
Erro 0,27x10° 2400 0,18 1,000 1,68
Residuo 1,49 x10° 128 9,19
Cranio Ventral
Individuo 727x10° 1296 10,2 <0,0001 88,07
Lado 253x10° 18 356 <0,0001 30,72
Ind. x Lado 0,71x10° 1296 4,48 <0,0001 8,63
Erro 0,16 x 10 ° 2592  -0,07 1,93
Residuo 242x10° 36 -29,35
Mandibula Lateral
Individuo 6,00 x 10 ° 1040 746 <0,0001 50,54
Lado 4,92x10° 16 6,12 <0,0001 41,41
Ind. x Lado 0,80x10°° 1040 5,33 <0, 0001 6,77
Erro 0,15x10° 2096 1,27

Em todas as vistas, a variacdo interindividual responde pela maior parte da
variacdo, cerca de 50 % (mandibula) a 88 % (dorso do cranio), de toda a variacdo da
amostra, seguida pela variagdo entre os lados (Assimetria Direcional ), que responde
entre cerca de 20 % (dorso do cranio) e 41 % (mandibula) da variacdo total. A
Assimetria Flutuante corresponde a 6,06 % da variacdo na anélise para vista dorsal do
crénio, 8,63 % da variagdo na andlise para vista ventral do crénio e 6,77 % da variagdo

para a vista lateral da mandibula.
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Para Marmosa paraguayana a Procrustes ANOVA apontou diferenca

significativa (P < 0,0001) tanto para a interacdo individuo x lado quanto para o fator

individuo e nas vistas dorsal e ventral do cranio e na vista lateral da mandibula (Tabela

5). A presenca de variacOes aleatorias significativas do padrdo de simetria evidencia,

assim como encontrado em N. squamipes, a ocorréncia de Assimetria Flutuante em M.

paraguayana. Em relacdo ao fator “lado”, nenhuma das vistas apontou varia¢ao

significativa (vista dorsal do cranio P = 0,2869; vista ventral do cranio P = 0,7119; vista

lateral da mandibula P = 0,4225), portanto, ndo evidenciando Assimetria Direcional

para M. paraguayana.

Tabela 5: Procrustes ANOVA para as vista dorsal e ventral do cranio e da vistal lateral da

mandibula da amostra total de Marmosa paraguayana. QM = Quadrados médios; g.l .= graus de

liberdade; % Var = porcentagem da Variéncia.

Vista Efeito % Var
Créanio Dorsal
Individuo 10,80x10° 256 4,53 <0,0001 66,85
Lado 2,80x10°7° 16 1,18 0,2869 17,35
Ind. x Lado 2,38x10° 256 14,01 <0,0001 14,75
Erro 0,17x10° 544 1,05
Cranio Ventral
Individuo 589x10° 306 7,78 <0,0001 78,84
Lado 0,60x 10 *° 18 0,79 0,7119 8,00
Ind. x Lado 0,76 x10> 306 3,35 <0,0001 10,13
Erro 023x10° 648 3,03
Mandibula Lateral
Individuo 29,79x10° 240 525 <0,0001 69,74
Lado 5,86 x 10 ° 16 1,03 0,4225 13,72
Ind. x Lado 567x10° 240 4,09 <0,0001 13,29
Erro 139x10° 512 3,25

Em todas as vistas, a variacdo interindividual corresponde a maior parte da

variabilidade, compreendendo 67% (dorso do cranio) a 79% (ventre do cranio) de toda a

variacdo da amostra, seguida pela variacdo entre os lados, que responde entre cerca de

36



8% (ventre do cranio) e 17% (dorso do créanio) da variagéo total. A Assimetria Flutuante
compreende 14,75% da variacdo na vista dorsal do créanio, 10,13 % da variag¢do na vista
ventral do cranio e 13,29 % da variacdo na vista lateral da mandibula, todos percentuais
de variagdo relativamente maiores do que os encontrados nas diferentes vistas e
estruturas em N. squamipes.

Para ambas as espécies, também foi incluida na Procrustes ANOVA a diferenca
entre duas digitalizagdes dos marcos anatdmicos, apontadas como Erro. Esse fator
explicou menos de 4% da variagdo total para todas as trés vistas em ambas as espécies,
sendo menor que 2% da variagdo para todas as vistas cranianas de N. squamipes e para a
vista dorsal de M. paraguayana. Em nenhuma das vistas, o Erro foi significativo,
indicando que o erro de localizagdo na configuracdo de marcos anatbmicos de uma
imagem para outra é insignificante, refor¢cando a confiabilidade em relagdo & inferéncia
de assimetria flutuante, que correspondeu por pelo menos 6% da variagcdo em todas as
vistas de ambas as espécies.

Em Nectomys squamipes, as vistas dorsal e ventral apresentaram além dos
fatores “individuo”, “lado”, “individuo x lado” e “erro”, o fator “residuo”. Esse fator
corresponde a parte da variacdo encontrada nas andlises que ndo é explicada por
nenhum dos outros fatores. Para a vista dorsal o residuo corresponde a 9,09% enquanto
para a vista ventral corresponde a -29,35%, entretanto a analise ndo foi capaz de

calcular o valor de P desse efeito para nenhuma das vistas.

4.2. Niveis de Assimetria Flutuante em diferentes amostras de Nectomys
squamipes

A comparacio dos Indices de Assimetria Flutuante baseados na vista dorsal do

cranio entre as seis amostras foi realizada utilizando uma Kruskal- Wallis ANOVA
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dada & auséncia de normalidade e homocedasticidade dos dados. Essa andlise ndo
apontou diferencas significativas entre as medianas das amostras (Hs, n=75) = 4,635115;
P =0,4620). Observando a distribuicio dos indices de Assimetria Flutuante relacionados
a forma do dorso do crénio para as seis amostras (Figura 13), é possivel observar que
todas as amostras se distribuem dentro de um mesmo intervalo de valores, entre 0,005 e

0,016, compreendido majoritariamente nas amostras de Ilha Grande.

0.016
0.014
0.012 —_
0.010

0.008 p

indice de Assimetria Flutuante

0.006

0.004

Glicério I. Grande PNMFA
I. da Marambaia PNRJ TECAB

Localidade

Figura 13: Distribuic&o dos Indices de Assimetria Flutuante em relacéo a forma da vista dorsal do
cranio para as seis amostras de Nectomys squamipes. O ponto indica a mediana da amostra,

enquanto a barra de erro mostra 0 maximo e o minimo sem valores muito extremos (“outliers”).

A comparagdo para a forma da vista ventral do cranio entre as diferentes
localidades foi feita a partir de uma ANOVA unifatorial. N&do houve diferencgas
significativas (Fs 67y = 1,6210, P = 0,16649) entre as amostras em relagdo a Assimetria
Flutuante na forma do ventre do cranio. A amostra de Glicério apresenta 0S menores
indices de assimetria flutuante, entre 0,005 e 0,008, consequentemente apresentando
média mais baixa (Figura 14). Por outro lado, as amostras Ilha da Marambaia e TECAB
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apresentam os maiores indices de assimetria flutuante, entre 0,006 e 0,012 e entre

0,007e 0,012, respectivamente, com suas médias deslocadas para valores mais altos.

0.012
0.011
0.010
0.009

0.008 T

0.007

indice de Assimetria Flutuante

0.006

0.005
Glicério I. Grande PNMFA
|. da Marambaia PNRJ TECAB

Localidade

Figura 14: Distribuicdo dos Indices de Assimetria Flutuante em relacéo a forma da vista ventral do
cranio para as seis amostras de Nectomys squamipes. O ponto indica a média da amostra, enquanto

a barra de erro o intervalo de 95% de confianca.

A comparagio entre os Indices de Assimetria Flutuante baseados na
configuracdo de marcos anatdmicos da vista lateral da mandibula foi feita usando
ANOVA unifatorial. Essa andlise apontou a existéncia de diferenca entre as amostras
(F(s,60) =4,6368, P = 0,0012). Um teste a posteriori de Tukey para amostras desiguais
—Unequal N HSD— (Tabela 6) indicou que apenas as amostras do PARNA
Jurubatiba e do TECAB (P <0,05) apresentaram indices de Assimetria Flutuante da
mandibula significativamente diferentes em relacdo a amostra de Glicério.

Observando a distribuicio dos Indices de Assimetria Flutuante relacionados a
forma da mandibula (Figura 15) € possivel perceber que as amostras de Glicério, llha
Grande e Ilha da Marambaia apresentam valores em média mais baixos, enquanto as
amostras do PNRJ, PNMFA e TECAB apresentam valores em média mais altos.
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Entretanto, as amostras de Ilha da Marambaia, Ilha Grande e PNMFA néo se distinguem
das demais devido a sobreposi¢do de valores observada entre suas distribuigdes
Tabela 6: Teste Tukey para amostras desiguais (Unequal N HSD) entre as amostras geograficas utilizadas na

ANOVA comparando os indices de Assimetria Flutuante para a forma da mandibula de Nectomys squamipes.

Valores de P significativos destacados em negrito.

Glicério I. da Marambaia I. Grande PNRJ PNMFA  TECAB
Glicério
I. da Marambaia 0,993837
I. Grande 0,954826 0,999994
PNRJ 0,024129 0,343283 0,186009
PNMFA 0,315232 0,733000 0,761200 0,984158
TECAB 0,032476 0,255730 0,196724 0,999961 0,954431
0.055
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0.050 |} T
B
AB
£ 0045 | -
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3 1T —_
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Figura 15: Distribuicio dos indices de Assimetria Flutuante em relagio a forma da mandibula para
as seis amostras de Nectomys squamipes. O ponto indica a média da amostra, enquanto a barra de
erro o intervalo de 95% de confianca. Letras diferentes indicam amostras com diferenca

significativa no teste Unequal N HSD.
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4.3. Assimetria Flutuante e Diversidade Genética em Nectomys squamipes

Para testar a relacdo entre a perda de variabilidade genética e o aumento da
Assimetria Flutuante foram realizadas correlacdes de Pearson entre os indices de
Assimetria Flutuante de forma do créanio e mandibula e os valores de heterozigosidade
média esperada para as amostras de Glicério (He = 0,857), Ilha Grande (He = 0,544) e
Ilha da Marambaia (He = 0,461), obtidos por ALMEIDA et al.(2005) utilizando sete loci
distintos.

Os valores médios dos indices de assimetria da forma do dorso do cranio (Figura 16,
r =-0,1674; P =0,302), assim como os dos indices da forma do ventre do cranio (Figura
17, r = -0,1910; P = 0,264) e os da mandibula (Figura 17, r = -0,1773; P = 0,298)
apresentaram uma fraca correlacdo negativa em relacao aos valores de heterozigosidade
média esperada das amostras de Glicério, llha Grande e Ilha da Marambaia, entretanto

nenhuma das trés correlagdes foi significativa.
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Figura 16: Relacdo entre a diversidade genética (medida a partir da heterozigosidade média

esperada) e a Assimetria Flutuante da forma da vista dorsal do cranio de N. squamipes. Em preto:

0s pontos representam as médias das populaces.
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Figura 17: Relagdo entre a diversidade genética (medida a partir da heterozigosidade média

esperada) e a Assimetria Flutuante da forma do vista ventral do crénio de N squamipes. Em preto:

0s pontos representam as médias das populagées.

42



0.055

0.050 |

0.045

0.040

0.035 |
I. Grande
. ® Glicério
I. Marambaia °

0.030 |

0.025

indice de Assimetria Flutuante

0.020 |

0.015 |

0.010
0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Heterozigosidade Média Esperada

Figura 18: Relacdo entre a diversidade genética (medida a partir da heterozigosidade média
esperada) e a Assimetria Flutuante da forma da mandibula de N. squamipes. Em preto: 0s pontos

representam as médias das populagdes.

4.4. Assimetria Flutuante de Nectomys squamipes e o tamanho do

fragmento florestal

A correlacdo entre a Assimetria Flutuante das amostras de N. squamipes e a area
do fragmento florestal no qual as amostras foram coletadas também foi testada usando
correlagbes de Pearson. Nestas comparacOes, 0s valores das areas em hectares foram
transformados em seus logaritmos naturais para assegurar que ambas as variaveis
apresentassem distribuicdo normal.

Os valores médios para os indices de Assimetria Flutuante da forma do dorso do
cranio apresentam uma correlacdo negativa bem fraca e ndo significativa com o
tamanho do fragmento (Figura 19, r= -0,0312; P = 0,790). Por outro lado, os valores
médios dos indices de Assimetria Flutuante da forma do ventre do crénio e da forma da

mandibula apresentam correlacbes negativas significativas. Os tamanhos dos
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fragmentos e forma da vista ventral apresentaram uma correlagéo fraca (Figura 20, r= -

0,2702; P = 0,021) a forma da mandibula e o tamanho dos fragmentos apresentaram

uma correlacdo moderada (Figura 21, r=-0,4685; P = 0,000).

Figura 19; i2glacéo entre a o tamanho do fragmento (em log) e a Assimetria Flutuante da forma da

vista dorsal do
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Figura 20: Relagdo entre o tamanho do fragmento (em log) e a Assimetria Flutuante da forma da

vista ventral do cranio de N squamipes. Em preto: os pontos representam as médias das populagdes .
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Figura 21: Relagéo entre o tamanho do fragmento (em log) e a Assimetria Flutuante da forma da

mandibula de N squamipes. Em preto: os pontos representam as médias das populagdes .
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4.5. Comparacédo entre Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana

Algumas caracteristicas ecoldgicas, como capacidade de deslocamento e padrdo
de uso do habitat, determinam a vulnerabilidade de uma espécie a extin¢Ges locais
devido a fragmentacdo de habitat. Para testar se este conjunto de fatores tem algum
efeito sobre a Assimetria Flutuante em populacgdes de pequenos mamiferos neotropicais,
os indices de Assimetria Flutuante de Nectomys squamipes em dois fragmentos
(TECAB e PNRJ) foram comparados com os obtidos de Marmosa paraguayana
coletadas nas mesmas localidades. Essas comparacdes foram feitas utilizando ANOVA

unifatorial ou Kruskal- Wallis ANOVA.

A comparacdo entre Assimetria Flutuante para a vista dorsal entre as amostras
de N. squamipes e M. paraguayana foi feita utilizando uma Kruskal- Wallis ANOVA.
Essa analise apontou diferenca significativa entre as amostras (Hs, n=41) =18,22200 P =
0,0004), sendo necessaria uma analise a posteriori de comparacGes mdultiplas para saber
quais eram as amostras diferentes. A andlise de comparacGes multiplas (Tabela 7)
apontou diferenca entre N. squamipes do PNRJ e M. paraguayana de ambos os
fragmentos. Ambas as amostras de M. paraguayana apresentam altos valores para as
suas medianas (entre 0,006 e 0,016 e entre 0,006 e 0,022 respectivamente) e distribuicédo
mais ampla do que ambas as amostras de N. squamipes (entre 0,006 e 0,010) (Figura
22), entretanto a mediana da amostra de N. squamipes do TECAB encontra-se dentro do

intervalo de valores de ambas as amostras de M. paraguayana.
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Tabela 7: Teste de comparacdes multiplas entre as dos Indices de Assimetria Flutuante para a
forma da vista dorsal do cranio de Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana. Valores de P

significativos destacados em negrito.

M. paraguayana M. paraguayana N. squamipes  N. squamipes

PNRJ TECAB PNRJ TECAB

M. paraguayana PNRJ
M. paraguayana TECAB 1,000000
N. squamipes PNRJ 0,013590 0,000963

N. squamipes TECAB 0,457072 0,057701 1,000000

0.024

| >

0.022
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0.016
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Figura 22: Distribuigdo dos Indices de Assimetria Flutuante em relagao a forma da vista dorsal do
cranio para as amostras de Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana coletados no PNRJ e no
TECAB. O ponto indica a mediana da amostra, enquanto a barra de erro mostra a distribuicao

sem valores extremos (“outliers”). Letras diferentes indicam amostras significativamente diferentes

no teste de comparagdes multiplas.

A comparacédo dos indices de Assimetria Flutuante no ventre do cranio foi feita a
partir de uma ANOVA unifatorial. Essa analise ndo apontou diferenca significativa
entre N. squamipes e M. paraguayana (F, 33y = 0,6466, P = 0,589915). Marmosa

paraguayana do PNRJ apresentam uma distribuicdo de valores mais restrita, entre 0,006
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e 0, 009 (Figura 23), enquanto Nectomys squamipes do TECAB apresenta o intervalo de
valores mais amplo, entre 0,006 e 0,012.

A comparacdo entre as amostras em relagdo a assimetria da forma da mandibula
foi feita usando uma ANOVA unifatorial. Essa analise apontou diferenga significativa
entre as amostras (F, 3= 5,6756, P = 0,003109). O teste a posteriori de Tukey para
amostras desiguais (Unequal N HSD, Tabela 8) apontou diferenca significativa entre
Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana no PNRJ.

0.012
0.011 |
0.010 |
0.009 |

0.008 [

indice de Assimetria Flutuante

0.007

0.006

M. par PNRJ M. par TECAB N. squ PNRJ N. squ TECAB

Espécie/ Localidade

Figura 23: Distribuig&o dos Indices de Assimetria Flutuante em relagdo a forma da vista ventral do
cranio para as amostras de Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana coletados no PNRJ e no
TECAB. O ponto indica a média da amostra, enquanto a barra de erro mostra o intervalo de 95%

de confianca ao redor da média.

Nectomys squamipes de ambas as localidades apresentam a média da amostra deslocada
para valores mais altos, com os indices de assimetria entre 0,035 e 0,050 e 0,035 e 0,055
respectivamente, enquanto M. paraguayana do PNRJ, com os valores de assimetria
entre 0,025 e 0,035, apresentam a média deslocada para valores mais baixos (Figura 24).

Marmosa paraguayana do TECAB apresentam média menor que as do PNRJ,
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entretanto, seus valores tem uma distribuicdo mais ampla, abrangendo o intervalo de

variacdo de todas as outras amostras.

Tabela 8: Teste de Tukey para amostras desiguais (Unequal N HSD) entre os indices de Assimetria
Flutuante para a forma da mandibula de Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana. Valores de

P significativos destacados em negrito.

M. paraguayana M. paraguayana N. squamipes  N. squamipes

PNRJ TECAB PNRJ TECAB

M. paraguayana PNRJ
M. paraguayana TECAB 0,992416
N. squamipes PNRJ 0,035781 0,080749

N. squamipes TECAB 0,032160 0,057503 0,997488

0.055 1

|
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0.045

|>
|UJ

0.040

0.035
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0.010

M. par PNRJ M. par TECAB N. squ PNRJ N. squ TECAB

Espécie/ Localidade

Figura 24: Distribuicio dos Indices de Assimetria Flutuante em relacdo a forma da lateral da
mandibula para as amostras de Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana coletados no PNRJ e
no TECAB. O ponto indica a média da amostra, enquanto a barra de erro mostra o intervalo de

95% de confianca ao redor da média.
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4. Discussao

A relacdo dos niveis de Assimetria Flutuante nos individuos de uma populagdo
com a exposicao destes individuos a diferentes tipos de estresse sugere que a Assimetria
Flutuante possa ser utilizada como uma ferramenta para 0 monitoramento ambiental. A
possibilidade de detectar alteracGes na assimetria antes de ocorrerem mudancas no valor
adaptativo dos individuos em populagdes submetidas a estresse torna esse método
interessante para esforcos de conservacao da biodiversidade (WILLIAMS, 2000).

No presente trabalho, comparamos a Assimetria Flutuante na forma do crénio e
mandibula entre amostras de Nectomys squamipes para avaliar os efeitos da reducédo e
fragmentacdo de habitat. Também, foi possivel estabelecer a relacdo do estresse
decorrente da fragmentacdo com a diversidade genética nos niveis de Assimetria
Flutuante em populacdes de pequenos mamiferos silvestres a partir de amostras
coletadas em seis remanescentes de Mata Atlantica de tamanhos distintos do Estado do
Rio de Janeiro. Ainda, foram comparadas amostras de N. squamipes com as da espécie
de marsupial Marmosa paraguayana de dois dos remanescentes para testar a influéncia

das diferencas biondmicas no acimulo de assimetria flutuante.

5.1. Deteccdo e caracterizacdo dos niveis de Assimetria Flutuante

em populacdes de Nectomys quamipes e Marmosa paraguayana

As amostras de N. squamipes bem como as amostras de M. paraguayana
apresentaram valores significativos para interacdo entre ‘individuo’ x ‘lado’ na
Procrustes ANOVA, evidenciando niveis significativos de Assimetria Flutuante da
forma para os dois conjuntos de caracteres cranianos e para a mandibula.

Esse resultado é esperado, pois estruturas complexas tendem, no geral, a exibir
algum nivel de assimetria. Segundo GRAHAM et al. (2010), para caracteristicas

métricas, dois individuos ndo serdo iguais, nem mesmo os dois lados em um individuo
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simétrico ou duas medi¢es de um mesmo objeto serdo sempre idénticas. Diferencas,
mesmo as muito pequenas, sdo sempre passiveis de serem encontradas, o que faz de
antemd com que a hipdtese nula, ou seja a hip6tese de igualdade entre as
caracteristicas, seja rejeitada. Algumas razfes para testar se a Assimetria Flutuante é
significativamente diferente de zero sdo, (1) evitar a escolha de caracteres com quantias
de assimetria muito pequenas e (2) se certificar de que os niveis de assimetria ndo séo
meros artefatos (erros) decorrentes do processo de digitalizacdo ou mensuracdo dos
caracteres.

Além de apresentarem diferenca significativa para assimetria flutuante, as
magnitudes de assimetria apresentada pelos trés conjuntos de caracteres corresponderam
a porcentagens semelhantes da variagdo total da forma, conforme quantificada na
Procrustes ANOVA, tanto em N. squamipes quanto em M. paraguayana. A partir destes
resultados, tanto a forma do dorso, quanto a forma do ventre do cranio e a forma da
mandibula foram utilizadas para investigar possiveis diferencas nas quantias de
assimetria entre os exemplares das diferentes localidades.

As amostras de Nectomys squamipes apresentaram também valores
significativos para o fator ‘lado’ nos testes para assimetria das trés configuracdes de
forma do cranio e mandibula, sugerindo a existéncia de Assimetria Direcional.
Assimetria Direcional ¢ uma forma de desvio da simetria bilateral na qual a maioria da
populacdo apresenta lateralidade —maior desenvolvimento de um dos lados em relagao
ao outro— na mesma direcdo (GRAHAM et al., 2010). Com base nos indices de
assimetria de forma usados nesse trabalho, dada a sua natureza complexa e multivariada,
néo foi possivel determinar para qual direcdo ha os desvios de simetria nas populacgdo de

N. squamipes.
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A presenca desse tipo de assimetria pode afetar anélises de assimetria flutuante,
pois a Assimetria Direcional tende a inflacionar os indices cléssicos usados para medir
Assimetria Flutuante (PALMER, 1994), além de evidenciar que parte das diferencas
encontradas entre os lados dos individuos ndo s&o originarias apenas de perturbacgfes no
desenvolvimento, mas também de processos direcionais genéticos e ambientais
(PALMER & STROBECK, 2003). Entretanto, em alguns casos, 0s desvios encontrados
em torno da Assimetria Direcional média podem ser usados como inferéncia de
perturbagdes durante o desenvolvimento do organismo, da mesma forma que a
Assimetria Flutuante (PALMER & STROBECK, 2003). Sendo assim, foi dada
continuidade as investigacbes em relacdo as diferencas na Assimetria Flutuante das
amostras de N. squamipes.

As comparagdes entre as amostras de exemplares dos diferentes remanescentes
de Mata Atlantica foram feitas com base nos indices de assimetria gerados a partir de
trés conjuntos distintos de caracteristicas morfolégicas. Os indices utilizados sao
considerados indices multivariados, j& que a variacdo de cada um dos marcos
anatdmicos utilizados nas configuracbes contribui individualmente para a formacdo
global de uma estimativa de assimetria. indices multivariados oferecem maior confianca
em relacdo ao padrdo de assimetria do que indices baseados em apenas um carater, tanto
por atribuirem mais graus de liberdade as analises, quanto por oferecerem uma
abordagem mais global do organismo, diminuindo a possibilidade do padréo de
assimetria encontrado ser resultado de um artefato ou peculiaridade de um carater em
particular (PALMER, 1994).

As analises dos indices baseados nos trés conjuntos de caracteres resultaram em
padrdes de variacdo que ndo sdo completamente concordantes entre si com respeito ao

grau de diferenciacdo entre os fragmentos. Uma das razdes para a obtencdo de padrdes
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diferentes de variagdo na assimetria para cada conjunto de caracteres é que os distdrbios
no desenvolvimento afetam as caracteristicas morfoldgicas de maneira especifica.
Caracteres que apresentam tempos distintos de desenvolvimento irdo diferir em suas
respostas ao estresse, e consequentemente, em seus niveis de assimetria (VAN
DONGEN, 2006). Ainda, o grau de assimetria pode diferir de acordo com
particularidades do desenvolvimento da caracteristica e sua ligagdo com o valor
adaptativo do individuo. Em estruturas com maior importancia funcional (e.g.
habilidade de voar em aves) a pressdo seletiva para um fendtipo simétrico tende a ser
maior, tornando-as mais estaveis. Estruturas expostas a selecdo direcional (e.g.
ornamentos), por sua vez, tendem a mostrar maiores graus de instabilidade durante o
desenvolvimento do organismo, sendo mais sensiveis aos efeitos de um estresse (VAN
DONGEN, 2006).

As comparacles entre os niveis de assimetria com base nos indices gerados
pelas configuragcdes de marcos anatdmicos tanto da vista dorsal quanto da vista ventral
do crénio ndo evidenciaram diferengas significativas entre os seis fragmentos para
Nectomys squamipes. As distribuicGes dos valores dos indices de assimetria mostraram
que ao menos uma das amostras insulares apresenta maior intervalo de variagcdo nos
indices de assimetria. Deste modo, os individuos de llha Grande exibem o maior
intervalo de variagdo para os indices da vista dorsal e os individuos de Ilha da
Marambaia o0 maior intervalo para os indices da vista ventral.

Ja no caso das comparagdes das configuracdes de forma da mandibula, foram
observadas diferencas significativas em relacdo aos niveis de assimetria flutuante. Os
individuos de Glicério, coletados no fragmento que apresenta a maior area,
apresentaram indices de assimetria da forma da mandibula estatisticamente diferentes

dos indices dos individuos coletados no PNRJ e no TECAB, que estdo entre 0s

53



remanescentes com menores areas dentre todos os fragmentos estudados. As amostras
que apresentam diferencas significativas em relacdo a quantia de assimetria na forma da
mandibula sdo as que se encontram em extremos opostos considerando o tamanho da
area do fragmento. Os individuos oriundos dos fragmentos de tamanho intermediério,
apesar de pertencerem a fragmentos de tamanhos distintos, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relacdo a essa variavel.

Alguns fatores podem ter levado a auséncia de diferengas estatisticamente
significativas entre os individuos, considerando as informagdes sobre assimetria
originadas a partir das estruturas do dorso e ventre do cranio, bem como a néo distingéo
entre os padrdes de assimetria da mandibula entre os demais individuos analisados. Um
destes fatores, de cunho metodolégico, € o nimero restrito de individuos pertencentes a
cada fragmento. Em estudos sobre assimetria flutuante, as comparacfes entre 0s
individuos sdo feitas a partir das diferengas entre suas variancias, o que faz com que a
habilidade dos testes em reconhecer diferencas entre eles seja dependente da acurécia
das estimativas de variancia e, consequentemente, do numero de observacoes
(GRAHAM et al., 2010).

Em geral, o nimero amostral minimo recomendado para estudos de Assimetria
Flutuante é de 30 individuos e, quando ha suspeitas sobre desvios da normalidade,
amostras de 40 a 50 individuos, sdo preferiveis pois 0 nimero amostral influencia a
capacidade de reconhecer tais desvios (PALMER, 1994). Nosso estudo teve como base
amostras limitadas de populagdes naturais, colecionadas em projetos de inventarios de
curta duragdo e sem a possibilidade de obter um numero maior de individuos que se
aproximasse do minimo recomendado para estudos de assimetria. Além do namero
reduzido de espécimes de cada localidade, as condi¢bes de preservacdo contribuiram

para que o numero de individuos de algumas amostras fosse ainda menor. O reduzido
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namero de individuos pertencentes as amostras utilizadas em nosso estudo, cerca de 12
individuos por amostra — sendo a menor amostra, do TECAB, com 6 individuos, e a
maior amostra a de Glicério, com 22 individuos —, pode ter contribuido para que ndo
fossem reconhecidas diferencas entre as amostras, obscurecendo possiveis diferencas
entre elas com respeito aos seus niveis de assimetria.

Outro fator capaz de afetar o reconhecimento de diferengas entre os padrdes de
assimetria de amostras expostas a um determinado tipo de pressdo ou estresse € a
possibilidade de algumas populacbes recuperarem fenétipos mais simétricos poucas
geragdes apos a exposicao. Estudos com a exposicdo de Lucilia cuprina (Wiedemann,
1830) (Diptera: Calliphoridae) a diazinon, um inseticida organofosforado, e dieldrin, um
agrotoxico organoclorado (CLARKE & MCKENZIE, 1987; MCKENZIE & CLARKE,
1988) mostram que ap0ds a exposicdo de uma populacdo a estes agentes quimicos 0s
niveis de Assimetria Flutuante sdo inicialmente altos, dado o carater mais assimétrico
dos individuos resistentes a tais compostos. Entretanto, apés algumas geracGes, 0s
niveis de Assimetria Flutuante da populacdo exposta tendem a diminuir até atingirem
valores constatados antes da inducéo do estresse.

Apesar das possiveis interferéncias dos fatores explicitados anteriormente, o
padrdo de diferenciacdo entre as amostras nas quantias de assimetria na forma da
mandibula é coerente com estudos anteriores sobre Assimetria Flutuante em roedores.
MARCHAND et al. (2003) estudaram o efeito da fragmentagdo na assimetria craniana e
dentaria de Myodes glareolus e observaram que a populagdo nédo perturbada apresentou
quantias de assimetria significativamente menores em relacdo a trés populagdes
perturbadas. Estas populacdes perturbadas, por suas vez, ndo apresentaram diferencas
entre si, apesar de seus diferentes graus de perturbacdo. Tais evidéncias suportaram a

inferéncia de que estudos de Assimetria Flutuante fornecem potenciais informacdes para
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identificar se ha a ocorréncia de perturbagdo em uma dada area, mas ndo para discernir
graus mais sutis de perturbacdo das areas.

De forma similar, nosso estudo foi capaz de detectar diferenca entre a amostra
de Glicério, o fragmento com maior area, e as amostras do PNRJ e TECAB, fragmentos
com menores areas. Os individuos de Glicério apresentaram 0s mais baixos niveis de
assimetria, o que em comparagdo com os resultados de MARCHAND et al. (2003) a
caracterizaria como uma populacdo ndo perturbada. Por outro lado, as amostras do
PNRJ e TECAB seriam consideradas como amostras de fragmentos perturbados, pois
apresentam 0s maiores niveis de assimetria dentre todas as amostras. As demais
amostras ndo sao estatisticamente distintas nem da amostra de Glicério nem das
amostras do PNRJ e TECAB, apesar de representarem fragmentos de tamanhos
distintos. Deste modo, ndo é possivel diferencia-las quanto a seu grau de perturbacéo ou

identifica-las como &reas perturbadas ou ndo perturbadas.

5.2. Correlacdes entre assimetria flutuante, heterozigosidade média e
tamanho do fragmento

NOs testamos a relacdo entre as quantias de assimetria observadas nas amostras e

dois fatores importantes para a conservacdo de populacdes naturais: a variabilidade
genética, a partir da heterozigosidade média estimada para cada populacdo, e a area
disponivel para a populacdo, a partir do tamanho dos fragmentos florestais onde 0s
individuos foram coletados. A variabilidade genética esta diretamente relacionada ao
tamanho da populacdo, enquanto a area disponivel, além de influenciar no tamanho
populacional, pode incluir outras formas de estresse ambiental (PRIMACK &

RODRIGUES., 2001).

Assimetria Flutuante e heterozigosidade média
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Né&o foram observadas correlagdes significativas entre a heterozigosidade media
esperada e as quantias de Assimetria Flutuante nem para a forma das vistas dorsal e
ventral do crénio, nem para a forma da mandibula de Nectomys squamipes. Entretanto
tais resultados podem ter sido afetados pela restricdo dos dados de heterozigosidade a
apenas trés (Ilha Grande, Ilha da Marambaia e Glicério) dos seis fragmentos explorados
no presente trabalho. Dentre as populacdes com dados genéticos desconhecidos, estdo
as do PNRJ e TECAB, fragmentos de menor tamanho e que apresentaram as maiores
quantias de assimetria. WHITE & SEARLE (2008), em seus estudos de assimetria em
populagdes de Sorex araneus Linnaeus, 1758 (Soricomorpha: Soricidae) de diferentes
ilhas, observaram uma correlacdo negativa significativa entre a heterozigosidade média
esperada de suas populacdes e as quantias de assimetria flutuante. Ou seja, quanto
menor os valores de heterozigosidade média, maiores serdo as quantias de assimetria
flutuante. Entretanto, eles apontaram que esta relacdo estava agregada a presenca da
populacdo coletada na menor ilha em suas analises. Quando estes individuos, que
apresentavam o menor valor de heterozigosidade média e as maiores quantias de
Assimetria Flutuante eram retirados da analise, os dados restantes ndo apresentavam
correlagdo significativa. Sendo assim, a inclusdo dos dados de heterozigosidade das
amostras do TECAB e PNRJ poderiam afetar o resultado das nossas analises.

A relacgdo entre Assimetria Flutuante e heterozigosidade é o alvo da discusséo de
diversos estudos (e.g. HOELZEL et al., 2002; HOSKEN et al., 2000; V@LLESTAD et
al., 1999; WAYNE et al., 1986). Varios deles apontam a existéncia de uma relagéo
entre perda da variabilidade genética e aumento da assimetria (e.g. HOELZEL et al.,
2002; HUTCHISON & CHEVERUD, 1995; WAYNE et al., 1986). Dentre estes
estudos estdo os que abordam comparagdes entre populacGes naturais, i.e. ndo

manipuladas em laboratorio, incluindo estudos com espécimes de museus. Entretanto,
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outros estudos, geralmente comparando a diferenca de variabilidade genética entre
linhagens de laboratério em condicdes controladas (e.g. HOSKEN et al., 2000) nao
demonstram relacGes significativas entre assimetria e heterozigosidade. A diferenca
entre a estimativa de heterozigosidade e a variabilidade genética geral, o uso de poucos
caracteres ou de caracteres pouco informativos quanto a variacdo genética, e a
possibilidade da assimetria estar relacionada a estresses diferentes daqueles investigados
nos estudos sdo alguns dos motivos para a auséncia de relacdo entre variabilidade
genética e Assimetria Flutuante (V@LLESTAD et al., 1999).

Em uma meta-andlise envolvendo 41 estudos relacionando heterozigosidade e
assimetria flutuante, V@OLLESTAD et al. (1999) encontraram uma correlagéo
significativa entre heterozigosidade e assimetria apenas em estudos de animais
ectotérmicos. Mais recentemente, comparando heterozigosidade e Assimetria Flutuante
em onze populacGes de Alectoris chukar (Gray,1830) (Galliformes: Phasianidae),
KARK et al. (2001) ndo encontraram relagBes tanto entre heterozigosidade meédia
observada e esperada e a assimetria em popula¢des, quanto entre o nimero de loci
heterozigotos e a assimetria do individuo. Estes autores sugerem que a assimetria ndo
deve ser aplicada de forma generalizada como uma estimativa de estresse genético,
embora seja uma ferramenta (til para estimar estresse ambiental. Desta forma, as
alteracdes nos padrbes de assimetria ndo se relacionam direta e exclusivamente com a
heterozigosidade dos individuos de uma populacao, sendo influenciada por um conjunto

de fatores, dentre eles, as diversas formas de estresse ambiental.

Assimetria Flutuante e tamanho do fragmento florestal

As relagdes encontradas entre os niveis de assimetria de Nectomys squamipes e

os tamanhos dos diferentes fragmentos variaram em relagéo as vistas dorsal e ventral do
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crénio e lateral da mandibula. Embora os indices de assimetria na forma do dorso do
cranio ndo tenham apresentado relagdes significativas com o tamanho dos fragmentos,
os indices de assimetria na forma do ventre do cranio e na forma da mandibula
apresentaram correlagfes negativas e significativas com o tamanho dos fragmentos.
Tais correlagBes indicam que os fragmentos com as maiores areas apresentam o0s
menores indices de assimetria, enquanto os maiores indices sdo encontrados em
fragmentos com as menores areas.

As relacGes encontradas entre Assimetria Flutuante e fragmentacdo de habitat no
presente estudo sdo similares as observadas em trabalhos anteriores. Em um estudo em
uma area fragmentada no sudeste do Quénia, LENS et al.(1999) encontraram diferencas
significativas entre os niveis de Assimetria Flutuante do comprimento do tarso de sete
espécies de passaros estritamente florestais. Os valores de assimetria, que ndo diferiram
significativamente entre as espécies, apresentaram diferengas significativas entre o
fragmento mais perturbado (cerca de 50 hectares), o fragmento de perturbacdo média
(cerca de 90 hectares) e o fragmento menos perturbado (cerca de 220 hectares). Em uma
comparagdo com espécimes de museu coletadas antes do inicio do processo de
fragmentacéo, foram encontradas diferencas significativas para a Assimetria Flutuante
na area do fragmento mais impactado, enquanto os espécimes coletados no fragmento
menos impactado ndo mostraram diferencas significativas. ANCIAES E MARINI
(2000), em um estudo envolvendo comparagdes dos niveis de Assimetria Flutuante na
asa e no tarso de especies de passaros entre sete areas de mata continua e sete
fragmentos florestais de Mata Atlantica no sudeste do Brasil, encontraram diferencas
significativas entre as areas fragmentadas e as areas controle em ao menos um dos
caracteres estudados, tanto para a comunidade passaros em geral como para cinco das

seis especies que foram analisadas separadamente.
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Em ambos os trabalhos, ao discutir as possiveis causas das alteragdes nos niveis
de assimetria flutuante, considera-se que uma das explicacOes para as diferencas entre
areas preservadas e areas degradadas seria 0 grande aumento na frequéncia de
endocruzamentos e a decorrente perda da variabilidade genética. Entretanto, nenhum
dos dois estudos testam esta relacéo.

Em nosso trabalho, a Assimetria Flutuante apresentou correlagdo significativa
com a area do fragmento, mas néo foi encontrada nenhuma relagdo com os valores de
heterozigosidade. Entretanto, para compreender o quanto da variacdo na Assimetria
Flutuante encontrada em fragmentos florestais de areas diferentes esta relacionada a
reducdo de variabilidade genética, € necessaria a obtencdo dos dados genéticos para as
amostras do PNMFA, PNRJ e TECAB, que s&o oriundas dos fragmentos florestais com
as menores areas. Da mesma forma, tais dados sdo necessarios para comparar se a
reducdo de area ou perda de variabilidade genética influenciam os niveis de Assimetria
Flutuante de modo distinto. Contudo, com base nas amostras usadas em ambas as
analises, é possivel observar que o tamanho do fragmento e a variabilidade genética ndo
se relacionam de forma direta, ja que as amostras de Ilha Grande e llha da Marambaia,
apesar de apresentarem &reas bem distintas, apresentam valores de heterozigosidade
média bastante proximos.

Observando a correlacdo entre a Assimetria Flutuante da forma da mandibula e o
tamanho dos fragmentos nota-se que, dentre as amostras analisadas, todas apresentam
valores médios de Assimetria Flutuante proximos a reta da correlacdo, exceto a amostra
do PNRJ. Essa amostra apresenta valores médios de Assimetria Flutuante bem elevados,
sendo maiores que os valores encontrados para 0 TECAB que apresenta a menor area
dentre os fragmentos analisados. Tais valores sdo maiores do que o esperado a partir do

tamanho de area usado nas analises. A estimativa da area do fragmento utilizada neste
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trabalho baseou-se na rea do parque coberta por formacao florestal, que corresponde a
cerca de 15 % da &rea total do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (CARIS et al.,
2013). Entretanto, esta formacdo ndo apresenta-se continuamente distribuida, sendo
interrompida por outras formacGes vegetais arbustivas ou adaptadas & solos mais secos e
arenosos, como a formacdo aberta de Clusia, formagdo predominante nos corddes
arenosos do PNRJ. As lagoas também ocupam um &rea consideravel do territorio do
parque, dentre as quais a maior é a lagoa Carapebus. Com é&rea de 411 hectares
(CALIMAN et al., 2010), essa lagoa se estende por 4km no municipio de Carapebus,
dividindo completamente a area do PNRIJ. Esse extenso corpo d’agua, bem como
algumas areas de formacdo vegetal aberta arbustiva que também ndo sdo utilizadas por
Nectomys squamipes, podem atuar como barreiras geogréficas a dispersdo de individuos
desta espécie. Ao considerar a area de formacdo florestal apenas da por¢do sul do PNRJ,
na qual esta inserido o ponto de coleta dos espécimes, temos uma estimativa de area do
fragmento com dimensGes proximas a do fragmento do TECAB, apresentando entdo
uma relacdo area do fragmento /Assimetria Flutuante mais coerente. Tais fatos sugerem
a possibilidade de estruturacdo geografica das populacdes de Nectomys squamipes
dentro da area do PNRJ, uma hipétese que poderd ser testada em futuros estudos

genéticos.

5.3. Comparacao entre Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana
As comparagdes entre os indices de Assimetria Flutuante de N. squamipes e M.
paraguayana foram feitas com o intuito de entender se as diferencas de estruturagédo
espacial e migragéo entre as espécies determinariam respostas distintas a fragmentagéo
e detectaveis pelos indices de assimetria. Para tal, foram comparadas amostras das duas

especies coletadas no PNRJ e no TECAB. Marsupiais didelfideos, grupo no qual esta
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inserida Marmosa paraguayana, ja foram utilizados em estudos de assimetria flutuante,
apresentando diferengas significativas entre populacBes de &reas mais e menos
fragmentadas (TEIXEIRA et al., 2006). Nestas comparacOes, seria esperado que 0s
maiores niveis de Assimetria Flutuante fossem apresentados pela espécie com maior
sensibilidade aos estresses decorrentes da fragmentagdo. Deste modo, se Nectomys
squamipes apresenta uma menor capacidade de migracdo do que M. paraguayana em
paisagens fragmentadas ,conforme sugerido por PASSAMANI & FERNANDEZ (2011a)
e PIRES et al.(2002), esperariamos que a primeira fosse mais sensivel aos efeitos da
fragmentacdo, consequentemente, apresentando maiores niveis de assimetria.

Nas comparacgdes entre as amostras de N. squamipes e M. paraguayana, cada
conjunto de marcos anatbmicos exibiu um padrdo diferente. A Assimetria Flutuante na
forma do ventre do crénio ndo exibiu diferencas significativas entre amostras e espécies.
Ja a Assimetria Flutuante da forma do dorso do cranio e da forma da mandibula
apresentou diferencas significativas entre as espécies em ao menos uma das amostras. A
comparacao baseada na forma da mandibula apontou diferenca entre a amostra de M.
paraguayana do PNRJ, com valores de Assimetria Flutuante baixos, e ambas as
amostras de N. squamipes, com altos valores de assimetria flutuante. Ja a comparagédo
baseada na forma do dorso do cranio apontou diferenca entre a amostra de N. squamipes
do PNRJ, com valores baixos de assimetria flutuante, e ambas as amostras de M.
paraguayana, que apresentaram valores mais altos de assimetria.

Uma razdo para estes dois padrdes contraditérios pode estar relacionada com a
distancia filogenética entre as espécies estudadas. Embora seja comum em estudos de
Assimetria Flutuante a comparacdo utilizando espécies diferentes, em geral as
comparagOes sdo feitas entre especies do mesmo género (e.g. HOELZEL et al., 2002;

HUTCHISON & CHEVERUD, 1995), diferentes géneros da mesma familia (WAYNE
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et al., 1986) ou espécies de diferentes familias pertencentes a mesma ordem (ANCIAES
& MARINI, 2000). Entretanto, nenhum dos trabalhos utilizaram espécies de ordens
diferentes para comparacdo. A grande distancia filogenética entre estas duas espécies
reflete-se na forma diferenciada de seus cranios e mandibulas. Na busca de
configuragcbes de marcos anatomicos que melhor retratassem a forma do cranio e
mandibula, as configuracdes usadas para cada espécie foram geradas as partir dos
marcos morfolégicos de destaque para cada tdxon, ndo necessariamente homdlogos
entre as espécies. Apesar de um determinado estresse afetar o desenvolvimento do
organismo como um todo, estudos mostram que a resposta do organismo a esse
estimulo é carater-especifico (VAN DONGEN, 2006), tornando os indices baseados em
caracteres diferentes fracamente comparaveis. Logo, a quantidade de marcos
anatdbmicos ndo homologos entre as configuragcfes utilizadas em nosso estudo pode ter
afetado as comparaces entre as duas espécies.

A presenca de diversos 0ssos na composic¢ao da estrutura craniana faz com que a
diversidade no padrdo de formas encontrada entre as diferentes ordens de mamiferos,
(FELDHAMER et al., 2007), néo se restrinja apenas a alteracdo na forma dos 0ssos.
Essa variacdo de formas, ocasionada por diferencas na dieta, insercdo muscular e
desenvolvimento diferencial para determinados 6rgdos sensoriais, envolve também
desvios no posicionamento e nas proporc¢des de cada um dos 0ssos para a estrutura geral
do cranio. Assim, houve uma maior tendéncia da escolha de marcos baseados em
estruturas ndo homologas para retratar a vista ventral e, principalmente, a vista dorsal
dos cranios de Nectomys squamipes e Marmosa paraguayana.

Contudo, a mandibula dos mamiferos é composta por um Gnico par de 0ssos, 0s
dentarios, que encontram-se articulados entre si pela sinfise mandibular (FELDHAMER

et al.,, 2007). Devido ao numero limitado de acidentes e detalhes topogréficos, as
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variacbes de forma na mandibula acabam concentradas no mesmo conjunto de
processos e condilos, mesmo em ordens diferentes de mamiferos. Portanto, o nimero de
marcos homologos acaba sendo maior na mandibula do que nas demais vistas do crénio.
Assim, dentre as estruturas utilizadas como fonte de informacdo no presente estudo, a
mandibula tende a ser a estrutura mais conservada para a comparagdo entre tdxons
filogeneticamente distantes.

O resultado obtido para a assimetria na forma da mandibula é coerente com a
hipotese de influéncia diferencial da fragmentacdo ambiental nas duas espécies em
funcdo de suas distingbes ecoldgicas. Ambas as espécies sdo encontradas em
fisionomias vegetais semelhantes, como por exemplo as areas florestais dentro do PNRJ
e area do TECAB. Contudo, M. paraguayana apresenta capacidade de deslocamento
entre fragmentos duas vezes maior que a registrada para N. squamipes, embora ambas
sejam capazes de se deslocarem por matrizes de pastagem (PASSAMANI &
FERNANDEZ, 2011a; PIRES et al., 2002). Ainda, apesar de ambas as espécies serem
afetadas pela degradacdo de habitat, M. paraguayana faz amplo uso do espago em
paisagens fragmentadas sendo inclusive capaz de formar metapopulacdes (PIRES et al.,
2002, PIRES & FERNANDEZ, 1999), ocupando um numero maior de fragmentos
pequenos em relacdo a N. squamipes (VIEIRA et al., 2009). J& N. squamipes seria mais
sensivel a tais impactos por ser afetada negativamente pela reducdo de seu habitat
preferencial.

Tais diferencas de sensibilidade a fragmentacdo sdo refletidas na comparagéo
entre os niveis de Assimetria Flutuante para as duas espécies. Enquanto as amostras de
M. paraguayana tem seus valores médios de Assimetria Flutuante baixos, ambas as
amostras de N squamipes apresentam 0s valores médios de assimetria mais altos. A

amostra de M. paraguayana do PNRJ, fragmento com a maior area nestas comparagoes,
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difere significativamente de ambas as amostras de N. squamipes. J& amostra de M.
paraguayana do TECAB, fragmento com &rea bastante reduzida e distante de outros
fragmentos, ndo se diferencia das amostras de N. squamipes ou da amostra do PNRJ.
Tais resultados sugerem que apesar de M. paraguayana ser em geral menos sensivel a
fragmentacdo, o tamanho reduzido da area do TECAB faz com que seus individuos
tendam a apresentar mais desvios relacionados a assimetria flutuante.

Com relacdo as amostras de N. squamipes, a similaridade entre os valores de
Assimetria Flutuante para das amostras do PNRJ e TECAB ndo s mostra a maior
sensibilidade de N. squamipes a fragmentacdo comparada a M. paraguayana, como
também sugere que ambos os fragmentos exercem impactos semelhantes nas
populacbes deste roedor. Como discutido anteriormente, uma provavel razéo para tal
semelhanca € a possibilidade da area efetivamente utilizada pela populagdo do PNRJ ser
menor do que a estimada para este estudo, sendo mais similar a area do TECAB.

Embora baseado em uma configuracdo de marcos anatdbmicos com menor
homologia entre as espécies, o padrdo de assimetria exibido pela vista dorsal do cranio
pode refletir diferencas nos padrdes de desenvolvimento das duas espécies. Marsupiais
apresentam grande diferenca de tamanho entre neonatos e adultos, quando comparados
com mamiferos placentarios, como os roedores. Em geral, ninhadas de marsupiais
pesam menos de 1 % da massa corporal da mée, enquanto que em roedores 0 peso da
ninhada pode chegar cerca de 50 % da massa corporal materna (FELDHAMER et al.,
2007). Assim, espécies marsupiais possuem um crescimento pos-natal maior do que
especies de roedores, apresentando um investimento metabdlico duas vezes maior do
que em roedores cricetideos como N. squamipes para o crescimento (PORTO et al.,
2013). Caracteres que exibem taxas elevadas de crescimento tendem a acumular mais

Assimetria Flutuante (DE COSTER et al., 2013), pois conforme o investimento
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energeético é desviado para o crescimento, menos energia é reservada para mecanismos
de preciséo e estabilizagdo do desenvolvimento (WILSON & MANNING, 1996). Dessa
forma, a alta taxa de crescimento em marsupiais poderia explicar as diferencas de
assimetria na vista dorsal do cranio entre M. paraguayana e N. squamipes.

5.4.  Assimetria Flutuante e Conservacao.

Para que acOes de manejo e outras medidas para a conservagdo de populagdes
naturais, incluindo espécies ameacadas de extincdo, possam ser planejadas e
implantadas de forma coerente, é importante, dentre outras coisas, a identificagdo de
métodos que permitam o monitoramento da qualidade e viabilidade das populacdes.
Dentre estes, destacam-se 0s indicadores que evidenciem a presenca de estresses
ambientais antes que as populacdes sejam afetadas de maneira irreversivel (TOMKINS
& KOTIAHO, 2001).

Diversos estudos sugerem o uso de Assimetria Flutuante como um potencial
indicador para diferentes estresses ambientais (e.g. LEAMY et al., 1999; MARCHAND
et al., 2003; OLEKSYK et al., 2004), incluindo a perda e fragmentacao de habitats (e.g.
ANCIAES & MARINI, 2000; WAUTERS et al., 1996), dada a capacidade de deteccéo
de estresse antes que haja consequéncias mais severas, como alteracbes no valor
adaptativo e presenca de grandes deformacGes nos individuos de uma populacdo
(SARRE & DEARN., 1991). Estudos de Assimetria Flutuante ja foram, inclusive,
utilizados para o0 monitoramento de a¢des de manejo para Parnassius apollo (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Papillionidae), uma espécie de borboleta ameacada de extingdo, na
qual foi observada uma reducéo na variancia da Assimetria Flutuante da populacéo apds
alguns anos das acbes de conservacdo, revertendo-a para niveis comparaveis aos

encontrados antes da reducdo da espécie (SCHMELLER et al., 2011).
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Nosso trabalho utilizando amostras de Nectomys squamipes figura entre 0s
poucos esforgos de utilizar os niveis de Assimetria Flutuante como indicadores de
estresse ambiental para a fauna de pequenos mamiferos neotropicais, sendo um dos
primeiros a investigar tais relagdes para roedores sigmodontineos em fragmentos de
Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro.

Embora apresente algumas das limitacGes dos estudos de Assimetria Flutuante
apontadas por HUTCHISON & CHEVERUD (1995), que dificultam a deteccdo de
diferengas em niveis baixos de assimetria, nosso trabalho foi capaz de apontar a relacéo
entre o tamanho dos fragmentos e a magnitude de assimetria mandibular, fornecendo
suporte para 0 uso desta metodologia como um indicador para fragmentagcdo ambiental.

Nosso estudo pode servir também como base para futuras investigacdes sobre as
relacbes entre Assimetria Flutuante e variabilidade genética, assim como para a
influencia das estratégias biondmicas nas diversas espécies de pequenos mamiferos
neotropicais e a percepcdo da fragmentacdo e reducdo ambiental como agente de
estresse em uma mesma paisagem.

Ainda, os dados obtidos no presente estudo servem como indicio de que, embora
apresente uma extensa area bem preservada, ambientes heterogéneos como as restingas
podem apresentar espécies com populacfes naturalmente descontinuas, possivelmente
sendo este o caso das populagdes de N. squamipes, que ocorrem preferencialmente em
areas de floresta periodicamente inundada, dentro do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba.

Diferentes abordagens podem também ser utilizadas em futuros estudos
utilizando Assimetria Flutuante como indicador de estresse ambiental para pequenos
mamiferos neotropicais. Além de caracteristicas do crénio e esqueleto comumente

obtidas em especimes de museus, pode-se utilizar caracteristicas biométricas medidas
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nos animais ainda vivos para estudos de Assimetria Flutuante (e.g. ANCIAES &
MARINI., 2000; HELLE et al., 2011; WAUTERS et al., 1996). Entretanto, para esses
caracteres € necessario utilizar a abordagem tradicional (para caracteristicas lineares) ao
invés das técnicas de morfometria geométrica.

Essa abordagem pode ser integrada a estudos de CMR (captura, marcagao e
recaptura) que permitem o acesso a um nimero maior de espécimes de forma pouco
invasiva, podendo ser utilizada inclusive em espécies ameacgadas, permitindo o

monitoramento temporal das populagdes no caso de estudos de longa duragao.

6. Conclusodes Gerais

o Em comparagdes utilizando amostras com numeros de individuos reduzidos,
diferencas entre os padrbes de Assimetria Flutuante sdo melhor detectadas usando
estruturas definidas com poucos marcos anatdmicos, como a mandibula, do que
estruturas como o cranio gque necessitam de um maior nimero de marcos.

o Existe diferenca significativa nos padrbes de assimetria flutuante, ao menos para
a forma da mandibula, entre Nectomys squamipes do fragmento de Glicério que
apresenta a maior area, e as amostras do fragmento do PNRJ e do TECAB, que
apresenta a menor area.

o Os padrdes de assimetria flutuante, tanto considerando a forma da mandibula
guanto a forma do ventre do cranio, apresentaram-se inversamente correlacionados com
o tamanho do fragmento florestal. Ou seja, em fragmentos florestais de area reduzida, as
populagdes ou amostras de N. squamipes tendem a apresentar altas quantias de
Assimetria Flutuante.

o N&o foram encontradas relagdes entre as quantias de Assimetria Flutuante da
amostra e a variabilidade genética da mesma para N. squamipes.
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o A similaridade entre as amostras de N. squamipes do PNRJ e do TECAB para 0s
indices de Assimetria Flutuante na mandibula pode representar uma evidéncia de
estruturacdo geogréfica de N. squamipes dentro da paisagem do Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba.

o A diferenca entre as amostras de N. squamipes e de Marmosa paraguayana
coletadas nos mesmos fragmentos para os indices de Assimetria Flutuante pode ser
explicada por diferencas ecoldgicas das duas espécies, como a maior capacidade de
deslocamento e persisténcia em areas fragmentadas de M. paraguayana em relacdo a N.
squamipes.

o Estudos de Assimetria Flutuante sdo uma interessante ferramenta para o
monitoramento de estresse relacionado a restricdo de habitat para espécies de pequenos

mamiferos neotropicais.
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Apéndice

Os especimes utilizados no trabalho encontram-se listados abaixo por localidade
e por espécie. Cada individuo encontra-se identificado pelo numero de tombo da
colecdo de Mamiferos do Museu Nacional (MN) ou da Colecdo de Mamiferos do
NUPEM/UFRJ (NPM). Cada espécime tem determinado o sexo, sendo ‘3’ para macho,
‘Q’ para fémea ou ‘I’ quando o sexo for indeterminado. Sdo discriminados também o
tipo de andlise em que foi utilizado, sendo usado ‘D.’ para determinar os espécimes
usados nas analises para a vista dorsal do cranio, ‘V.” para determinar os espécimes
usados nas analises para a vista ventral do cranio e ‘M.’ para os usados nas analises para
a mandibula.
Glicério, Macaé, RJ.

Nectomys squamipes.
MN33806, J, D, V, M; MN33807, 4, D, V, M; MN33808, £, D, V, M; MN33809, ¢,
D, V, M; MN33810, &, D, V, M; MN33811, &, D, V, M; MN33812, ¢, D, V, M;
MN33813, 4, D, V, M; MN33814, 4, D, V; MN33815, &, D, V, M; MN33816, 2, D,
V, M; MN33817, 2, D, M; MN33818, ¢, V; MN33819, &, D, V, M; MN33820, &, D,
V, M; MN33821, &, D, M; MN33822, 4, D, V, M; MN33824, &, D, V, M; MN33825,
4, D; MN42680, @, D, V, M; MN42681, &, D, V, M; MN42682, @, D, V, M;

MN42683, @, D, V, M; MN42684, &, V, M.

Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ.
Nectomys squamipes
MN62194, &, D, V, M; MN62195, &, D, M; MN62196, &.D, V, M; MN62198, &, D,

V, M; MN62199, 3, D, V, M; MN62200, &, D, M: MN62201, &, D, V, M.
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Ilha Grande, Angra dos Reis, RJ.

Nectomys squamipes
MN24367, &, D, M; MN24368, 4, D, V, M; MN24926, ©, D, V, M; MN26848, J, D,
V; MN30516, ¢, D, V, M; MN31024, &, D, V, M; MN31025, ¢, V, M; MN62202, 2,

D, M; MN62203, ¢, D, V, M; MN62204, 4, D, V, M; MN67032, J, V.

Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, Carapebus, RJ.

Marmosa paraguayana,
NPM104, &, D, V, M; NPM107, &, D, V, M; NPM135, &, D, V, M; NPM137, @, V,
M; NPM153, @, D, V, M; NPM154, @, D, V; NPM495, 4, D, V, M; NPM500, &, D,
V, M; NPM501, &, D, V, M; NPM504, &, D, V, M; NPM505, &, V, M; NPM525, |, D,

V, M.

Nectomys squamipes
NPMO081, I, V; NPMO087, &, D, V, M; NPM089, 2, D, V; NPM098, &, D, V, M;
NPMO099, 4, D, V, M; NPM116, &,D, V, M; NPM117, &, D, V, M; NPM124, ©, D, V,
M; NPM148, &, D, V, M; NPM173, &, D, V; NPM276, &, D, V, M; NPM452, &, D,

V, M; NPM453, 4, D, V, M; NPM454, &, D, V, M; NPM483, |, D,V.

Parque Natural Municipal Fazenda Atalaia, Macag¢, RJ.
Nectomys squamipes.
NPMO013, €, D, V, M; NPM024, 2, D, V, M; NPMO026, &, D, V, M; NPM039, 2, D,

V, M; NPMO040, &, D, V, M; NPMO043, ¢, D, V; NPMO048, ¢, D, V, M; NPM049, J,
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D, V; NPMO050, ¢, D, V, M; NPMO054, 9; V; NPM057,4; V, M; NPM239, &, D, V;

NPM241, 4, D, V.

TECAB, Macaé, RJ.

Marmosa paraguayana,
NPMO78, 9, D, V; NPM094, 9, D, V, M; NPM096, ¢, D, V, M; NPM109, 4, D, V,

M; NPM110, 9, D, V, M; NPM112, ¢, D, V, M; NPM127, ¢, D, V, M.,

Nectomys squamipes
NPMO76, &, D, V, M; NPMO086, &, D, V, M; NPM088,J, D, V, M; NPM147, ¢, D,
V, M; NPM285, ¢, D, V, M; NPM313, &, D, V, M; NPM324, &, D, V, M; NPM326,

4, D, V, M; NPM369, ¢, D; NPM420, &, D, V, M.
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