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Resumo

A teoria da integracdo morfologica considera os organismos em sua totalidade,
sustentando que as mudangas evolutivas em um carater sdo dependentes das mudancas
em outros caracteres do organismo. Os complexos de caracteres que compartilham uma
funcdo e/ou via de desenvolvimento formam uma unidade modular semi-independente e
podem ser estudados por padrdes e magnitudes de correlacdo entre os caracteres (Olsson
e Miller, 1958). Por meio dos modelos da genética quantitativa, com a construcéo de
matrizes de varincia e covariancia genética e fenotipica, a diversificacdo morfoldgica
de um taxon pode ser estudada quanto as forcas evolutivas envolvidas, como deriva,
selecdo direcional ou estabilizadora (Lande, 1979). Considerando o desenvolvimento
como mediador dos efeitos genéticos na organizacdo modular, percebemos que tanto
mutacBes quanto efeitos ambientais podem influenciar a integragdo morfoldgica e
modularidade dos organismos (West-Eberhard, 2003; Klingenberg, 2008). Essa
abordagem torna interessante o estudo de seres que apresentam plasticidade fenotipica,
especialmente no desenvolvimento, pois os efeitos do ambiente nesse sistema podem
resultar em uma alteracdo do padrdo modular. Esse é o caso dos anfibios, pois muitas
espécies apresentam plasticidade do crescimento e desenvolvimento na fase larval
diante de fatores como a temperatura. A plasticidade das larvas tem o potencial de
modificar partes dos adultos dependendo das taxas de desenvolvimento (Gomez-Mestre
e Buchholz, 2006). Porém, poucos autores estudaram a integracdo e modularidade em
anfibios, e ndo existem trabalhos que mostrem as forcas evolutivas envolvidas na
diversificacdo destes vertebrados. A proposta desse projeto é de estudar a integracédo
morfolégica e modularidade em cranios de anfibios anuros do grupo Rhinella
granulosa, que se distribui em varios tipos de habitats. Utilizaremos matrizes genéticas
e fenotipicas para descrever o padrdo modular das espécies e determinar as causas de
suas divergéncias com o uso de matrizes de filogenia, ecologia (fatores climaticos,
especialmente relacionados com temperatura) e desenvolvimento. Hipotetizamos que o
padrédo de correlagcdo dos caracteres sera similar entre as espécies, mas com diferencas
nas magnitudes de integracdo; que o fator ecologia explicard grande parte da
divergéncia entre as espécies; e que os caracteres de desenvolvimento compartilhado

serdo mais correlacionados entre si.



Introducéo

1. Integracdo morfologica e Genética quantitativa

Estudos em evolucdo morfoldgica buscam responder como surge, mantém-se e
se transforma a variacdo genética e fenotipica dos organismos. Quando o interesse
volta-se para a variagdo continua, na qual ha segregacdo de maultiplos genes que afetam
um caréter, utilizamos os modelos e métodos da genética quantitativa (Falconer e
Mackay, 1996). Investigar complexos de caracteres, em vez de caracteres isolados, é
fundamental em evolugcdo morfoldgica, uma vez que mudancas em um carater ndo sdo
independentes de mudancas em outros caracteres do organismo (Olson e Miller, 1958).
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Esta ¢ a ideia delineada pelo conceito de integracdo morfoldgica: “...estudos que
exploram a evolugdo dos animais como organismos totais (...) por meio da concepgao
do animal como uma abstracao baseada em associagdes de medidas” (Olson e Miller,
1958, pag. 20). Estas associagdes de medidas sdo representadas por correlacbes
fenotipicas (uma vez que o fen6tipo fornece informagdes sobre os fatores e fenémenos
evolutivos), e segundo a teoria da integragdo morfoldgica, os agrupamentos de
caracteres formados por correlagdes acima de um determinado nivel (grupos-p)
possuem significado bioldgico. A relevancia dos grupos-p é empiricamente comprovada
quando ha interseccdo entre estes e os grupos-F, formados por caracteres que
compartilham uma mesma funcdo e/ou via de desenvolvimento (Olson e Miller, 1958).
A teoria da integracdo morfoldgica, portanto, mostra que podemos determinar e estudar
complexos de caracteres, biologicamente importantes em termos de funcdo e
desenvolvimento, por meio de padrdes de correlacao.

Cheverud (1996) destaca quatro niveis de integracdo morfologica em duas
esferas que se relacionam: no individuo — integracdo funcional e de desenvolvimento —
e na populagdo — integracdo genética e evolutiva. A integragdo funcional resulta da
interacdo de caracteres afetando o desempenho de uma funcdo do organismo (a
mastigacdo, por exemplo). A integracdo pelo desenvolvimento é originada pela
interacdo dos caracteres ao longo da ontogenia por meio do processo epigenético (a
traducdo mecénica do gendtipo e do ambiente no fenétipo, Cheverud, 1984). A
integracdo genética é refletida pelas correlagcdes genéticas, que ocorrem por pleiotropia

—a acdo de um Unico gene sobre mais de um carater — e/ou desequilibrio de ligacdo —



tendéncia a co-heranca de dois genes que afetam caracteres diferentes (Falconer e
Mackay, 1996). Finalmente, a integracdo evolutiva significa a resposta coordenada dos
caracteres a selecdo natural. Esses quatro niveis de integracdo relacionam-se entre si

conforme a Figura 1.

INTEGRAGAO FUNCIONAL INTEGRACAO INTEGRACAO
E DO DESENVOLVIMENTO |=—>| GENETICA |—>| EVOLUTIVA
(individuo) (populagéo) (populagao)

Figura 1. Os quatro niveis de integracdo morfolégica e suas relagGes. A integracdo funcional e do
desenvolvimento podem ser consideradas conjuntamente no individuo, uma vez que a primeira
provavelmente ocorre por consequéncia da segunda. Na integracdo genética, 0s genes sdo considerados
como unidades de heranca, e por isso o nivel é populacional. Ela se d& pelos efeitos comuns dos genes
atuando em processos epigenéticos, por meio do desenvolvimento. Logo, a integracdo do
desenvolvimento estrutura a integracdo genética. A integracdo genética pode determinar a integracdo
evolutiva devido & heranga conjunta de caracteres, porém a Ultima também pode se dar pela selegdo

conjunta de caracteres com segregacdo independente.

Os modelos da genética quantitativa especificam estas relacdes entre os niveis de
integracdo morfoldgica, utilizando expressdes quantitativas das integragdes genética e
fenotipica, como matrizes de covariancias e de correlacfes entre caracteres (Cheverud,
1996). Modelos para a evolucdo fenotipica simultanea de véarios caracteres foram
criados por meio de generalizagdes multivariadas da acdo da selecdo natural em um
Unico caréater (Lande, 1979). Ao tratarmos da evolucdo de um Unico carater, as forcas de
selecdo sdo melhor representadas por um vetor de coeficientes de regressdo parcial (pi)
entre a aptiddo e o carater. Estes coeficientes descrevem a dependéncia da aptiddo
relativa de um determinado carater, sem os efeitos correlacionados dos demais
caracteres (Lande e Arnold, 1983). Porém, ao lidarmos com varios caracteres, a resposta
a selecdo pode ser determinada pela seguinte equacao de evolucdo multivariada (Lande,
1979):

Az=GP'S (1),
na qual Az representa o vetor das diferencas entre as médias dos caracteres antes e
depois da acdo da selecdo; G é a matriz de variancias e covariancias genéticas aditivas;
P é a matriz de variancias e covariancias fenotipicas; e S é o diferencial de selecdo, que

contabiliza todos os coeficientes Bi mais as respostas correlacionadas.



A variancia genética aditiva € uma propriedade da populagdo responsavel pela
semelhanga fenotipica entre pais e prole, pois é baseada nos valores de acasalamento - o
somatorio dos efeitos médios de todos os alelos que afetam um carater, efeitos estes
herdados dos pais (Falconer e Mackay, 1996). A resposta a selecao direta em um carater
é proporcional a variancia aditiva (Lande, 1979). A covariancia genética aditiva reflete
o grau de pleiotropia e desequilibrio de ligacdo de genes subjacente a variacdo de dois
caracteres. A resposta correlacionada de um carater a selecdo direta em outro carater é
proporcional a covariancia aditiva (Lande, 1979). A matriz G contribui na determinacéo
da taxa e da direcdo de evolucdo, enquanto a matriz P fornece informagé&o sobre padrdes
e magnitudes de variacdo disponivel para a selecdao natural (Cheverud e Marroig, 2007).

Ambas sdo importantes para a compreensao da integracdo morfoldgica e sua evolucao.
2. Integracdo morfologica em escala macro-evolutiva

A equacao de resposta a selecdo natural (1) elaborada por Lande (1979) pode ser
estendida para a forma macro-evolutiva, na qual comparacbes de matrizes G entre

espécies e niveis taxondmicos maiores podem ser feitas:

B=G"(zi-z) ()

sendo que o gradiente de selegdo, p =P S, e (zi — z;) representa a diferenca nos vetores
de médias entre as espécies i e j. Na pratica, se a equacdo acima € aplicada para estudos
de diferencas entre espécies o gradiente de selecdo representa as diferencas na selecédo
sofrida por cada linhagem independentemente. Todavia, para que essa equacdo seja
efetivamente aplicada em estudos comparativos de integracdo morfoldgica, é preciso
assumir/verificar a constancia ou semelhanca da matriz G entre 0s grupos a serem
comparados (premissa de homogeneidade de variancias e covariancias genéticas
aditivas, Lande, 1979). A constancia das covariancias pode advir de um balan¢o entre
selecdo natural e/ou deriva genética, reduzindo a variacdo, e mutacdes pleiotropicas e
recombinacdo génica repondo a variacdo (Lande, 1979; Arnold, 1981). Mesmo assim,
segundo Turelli (1988), a constancia de G deve ser comprovada empiricamente.

A construcdo de matrizes G para um grande nimero de espécies, e mesmo para
diversos grupos animais que j& sdo extintos ou de tempo longo de geracdo, é uma
empreitada bastante dificil ou impossivel. Entretanto, uma vez que a matriz P possa ser

utilizada em seu lugar, a coleta de dados ¢ muito facilitada (com o uso de colecGes de



museu, por exemplo) e o teste de sua constancia entre espécies é viavel. Seguindo esse
raciocinio, as matrizes G e P de uma populacdo devem ser similares para que a segunda
substitua a primeira na equacao (Lande, 1979). Em teoria, a similaridade entre essas
matrizes indica que fatores genéticos e ambientais afetam os caracteres por vias
fisiologicas similares (Falconer e Mackay, 1996, pag. 315). Na auséncia de informacéo
genética ou dissimilaridade entre as matrizes, a inferéncia sobre forcas seletivas
passadas deve ser feita com cautela. Em caso de similaridade, a eventual constancia da
matriz P entre espécies e outros taxa indica constancia também na matriz G, se esta for
um componente importante do fenétipo (Lande, 1979).

Dada a constancia da matriz P entre os grupos a serem estudados, os padrdes de
integracdo e as suas magnitudes podem ser comparados para se compreender a evolucao
da integracdo morfoldgica e as forcas evolutivas envolvidas, como deriva, selecdo

natural e restrigdes.

3. Dualidade integracdo-modularidade

Olson e Miller (1958) ja ponderavam sobre as relacGes entre magnitude de
integracdo e evolucdo, perguntando-se sobre a influéncia da intensidade de integragao
na evolucdo de organismos mais complexos e no grau de adaptabilidade destes.
Pensando em magnitudes de integracdo, esses autores compreenderam a relevancia da
dualidade integracdo-modularidade no potencial de evolucdo morfolégica.

Modularidade refere-se as propriedades de discricdo e dissociabilidade entre
partes e integracdo dentro das partes [de um organismo] (West-Eberhard, 2003, pag.
56). Gunter P. Wagner (1996) ressaltou que é preciso haver uma razdo bioldgica para
que o plano corpdéreo dos organismos seja organizado de maneira tdo obviamente
modular, tornando facilmente reconheciveis suas unidades naturais (como mostrado
pela nossa capacidade de apontar estruturas homologas). Para ele, considerar as
unidades naturais como unidades de transformacéo evolutiva (ou seja, a modularidade
como uma propriedade variacional do genoma) traz o sentido bioldgico dessa
organizacdo. Segundo ele, trés critérios precisam ser satisfeitos para um complexo de
caracteres ser considerado como uma unidade modular: (1) servir a uma fungéo
primaria; (2) ser integrado por efeitos pleiotropicos; e (3) ser relativamente

independente de outras unidades (Figura 2).



Figura 2. Unidades modulares de um organismo e o padrao pleiotrépico subjacente. C1 e C2 sdo
duas unidades modulares, compostas por distintos complexos de caracteres (letras A a F), que
desempenham conjuntamente diferentes fungdes F1 e F2. Os efeitos pleiotrépicos dos genes (G1 a G6)
dentro de uma unidade sdo mais frequentes que entre as unidades, conferindo-lhes certa independéncia

uma da outra (Wagner, 1996).

Wagner (1996) propds dois processos pelos quais a modularidade pode evoluir,
dependendo do estado primitivo de integracdo total: (1) Se era de alta integracdo, a
modularidade pode ter surgido por parcelamento, a eliminacdo diferencial de efeitos
pleiotrépicos entre caracteres pertencentes a distintos complexos funcionais; (2) Se era
de baixa integracdo, o processo pode ter sido o préprio aumento da integracdo entre 0s
caracteres de um complexo, com o incremento dos efeitos pleiotropicos entre eles.
Quando pensamos nas forcas evolutivas envolvidas, a selecao direcional nos complexos
funcionais é o fator que pode eliminar efeitos pleiotropicos entre unidades modulares, e
a selecdo estabilizadora mantém a pleiotropia entre os caracteres de um mesmo
complexo (Cheverud, 1984; Wagner e Altenberg, 1996). A selecdo estabilizadora atua
nas covariancias genéticas, correlacionando caracteres positiva ou negativamente
(Lande e Arnold, 1983).

Em uma revisdo recente sobre modularidade, Wagner et al. (2007) expandiram o
conceito para uma abstracdo que se refere tanto aos padrdes de interacGes funcionais e
moleculares (redes de proteinas, partes de moléculas como o RNA), quanto para a
distribuicdo de efeitos mutacionais no fendtipo. Os autores mostraram que a
modularidade refere-se a diferentes conexfes e elementos: interagdes fisicas

moleculares (entre proteinas, por exemplo) levam a conexdes dindmicas, como as vias



de desenvolvimento, que por sua vez levam a conexdes de variagdo entre caracteres
fenotipicos macroscopicos; sendo uma propriedade biolégica que se manifesta em
diversos niveis hierarquicos. Também especularam sobre a origem da modularidade,
apresentando modelos neutros e de selecdo natural correntes na literatura, e concluiram
que ainda existem duvidas se ela afeta a aptiddo dos organismos (Wagner et al., 2007).
Uma previséo sobre como a modularidade dos sistemas vivos poderia influenciar
sua aptiddo refere-se ao conceito de evolvabilidade, a habilidade de um genoma de
produzir variantes adaptativos: a organizacdo modular pode impedir o aparecimento de
potenciais interacOes desvantajosas entre partes e a interferéncia entre sistemas
funcionais distintos, acelerando a taxa de evolucdo e possibilitando o surgimento de

adaptacdes complexas (Wagner e Altenberg, 1996).

4. Integracdo morfoldgica e Modularidade em Mamiferos

As indagacdes levantadas por Olson e Miller (1958) a respeito da evolucédo da
integracdo morfoldgica comecaram a ser respondidas com estudos da diversificacao
morfolégica do crénio em grupos de mamiferos (por exemplo: Marroig e Cheverud,
2001; Marroig e Cheverud, 2004; Marroig e Cheverud, 2005; Goswami, 2006; Porto et
al., 2009; Marroig et al., 2009). O cranio é um bom sistema para esses estudos, pois
apresenta varias funcbes — olfato, visdo, respiracdo, mastigacdo e degluticdo — e ha
muita informac&o sobre a origem embrionaria de suas partes, assim como das interacdes
entre tecidos e modos de ossificacdo; sendo possivel realizar previsbes tedricas dos
padrdes de associacdo entre caracteres (Marroig e Cheverud, 2001).

No trabalho de Marroig e Cheverud (2001), os padrdes de variancia/covariancia
e de correlacdes fenotipicas (matrizes P) entre 39 medidas do cranio de varias espécies
de macacos do Novo Mundo (infra-ordem Platyrrhini) foram comparados, em varios
niveis taxondmicos, e foram testadas a influéncia da filogenia, da ecologia e do
desenvolvimento na evolugédo desses padroes. Matrizes de similaridade de padrdes de
integracdo foram comparadas com matrizes de distancia filogenética, de dieta
(porcentagem da dieta composta de frutas, folhas, insetos, sementes e extrato de planta)
e com matrizes tedricas de desenvolvimento compartilhado entre os caracteres. Os
autores encontraram uma similaridade geral no padrdo de integragdo morfoldgica dos
cranios nos macacos do Novo Mundo, sendo que a maior similaridade ocorreu em

niveis de subfamilia e familia, sugerindo independéncia do parentesco filogenético



(Marroig e Cheverud, 2001). Apesar dessa estabilidade dos padrbes de covariancias
fenotipicas, os cranios sdo morfologicamente diversos entre grupos de diferentes dietas,
e a estrutura de correlagdes fenotipicas foi associada com esse fator. Os caracteres se
apresentaram integrados pelo desenvolvimento, uma vez que as correlacBes entre
caracteres de uma mesma regido de desenvolvimento foram duas vezes maiores que
entre regides distintas (Marroig e Cheverud, 2001). Esse estudo também mostrou que a
integracdo morfoldgica evolui - algumas espécies apresentaram maior integracdo da
face, enquanto outras, do neurocranio - e que a alometria do cranio € similar entre os
grupos de mesma dieta.

Dada a constancia da matriz P encontrada nos dados coletados por Marroig e
Cheverud (2001), analises de reconstrucGes de forcas seletivas puderam ser feitas para
se compreender os fatores que levaram a diversificacdo morfoldgica dos cranios dos
Platyrrhini (Marroig e Cheverud, 2004). A selecdo natural foi detectada como o fator
dominante, e 0s autores sugeriram que existe uma associagdo entre evolucdo do
tamanho corpéreo e a diversificagdo da dieta nos macacos do Novo Mundo, ja que
selecdo forte nesse fator foi suficiente para descartar o modelo de deriva genética
(Marroig e Cheverud, 2004). Investigando mais a fundo o fator tamanho alométrico,
Marroig e Cheverud (2005) descobriram que a diversificacdo morfologica entre géneros
segue a linha alométrica intrapopulacional, sendo esta uma linha de menor resisténcia
evolutiva (como estudado por Schluter, 1996), que acelera a mudanca evolutiva.
Marroig e Cheverud (2005) também encontraram uma correlacdo entre tamanho e dieta,
mostrando que as maiores transi¢des de tamanho foram associadas com a invasdo de
novas zonas adaptativas de dieta.

Poucos autores estudaram a modularidade nos mamiferos em uma escala
evolutiva ainda maior que Marroig e Cheverud (2001). Goswami (2006) expandiu o
estudo da integracdo e modularidade nos mamiferos com a coleta de dados do crénio de
espécies de monotremados (como o ornitorrinco), marsupiais e placentérios, sendo nove
delas fosseis. A autora determinou dois modulos no crénio dos monotremados e seis nos
demais vertebrados, por meio de analise de cluster das matrizes de medidas, e concluiu
que a modularidade evolui nessa classe (Goswami, 2006). Porém, o conceito de mddulo
dessa autora ndo estd fundamentado na correlacdo de caracteres, e sim no critério dos
caracteres mudarem na mesma direcdo (Klingenberg, 2008). Ja Porto et al. (2009)
estudaram espécies de 15 ordens, sendo 5 delas da infra-classe dos Metatheria e o

restante dos Eutheria, incluindo a espécie Homo sapiens nos primatas. Nesse estudo,



além das comparagdes de matrizes de covariancias e correlagdes fenotipicas, uma matriz
genética também foi comparada (G-Rodentia), bem como a magnitude de integracao,
por meio de um indice que é a média dos coeficientes de correlacdo ao quadrado (r%). O
padrdo de integracdo morfoldgica manteve-se similar na diversificacdo do cranio dos
mamiferos (inclusive considerando a matriz G), mesmo em uma escala que abrange 60
milhdes de anos de evolugéo. Para os autores, essa estabilidade reflete a preservacéo do
desenvolvimento e da funcdo do cranio. Os desvios do padrdo ocorreram somente em
sub-regides especificas do cranio, ou seja, apenas em algumas unidades modulares.

Novamente, apesar das mesmas relagdes entre os caracteres, a morfologia do
cranio € bastante diversificada nessa escala dos mamiferos. Segundo Porto et al. (2009),
as diferencas nas magnitudes das correlacdes permitem essa variedade de formas dos
cranios: quanto menor as magnitudes, maior a chance de respostas em varias direcdes de
evolugédo. Os Metatheria foram o grupo que apresentou os maiores valores de integracédo
geral, portanto, o cranio com maior restricdo a evolucdo (ou seja, as suas respostas
desviaram mais dos vetores de sele¢do aplicados e foram condizentes com a linha de
tamanho alométrico). No outro extremo da escala, a espécie de menor integracdo geral
foi o Homo sapiens, apresentando o cranio mais modular e mais responsivo a selegéo
natural (Porto et al. 2009).

Em uma analise das consequéncias evolutivas dos resultados de Porto et al.
(2009), Marroig et al. (2009) verificaram que em taxa altamente integrados, as respostas
tendem a ser relacionadas com tamanho, independente do vetor de selecéo aplicado na
matriz P. J& os mamiferos com altas razdes de modularidade obtiveram maior
flexibilidade evolutiva (habilidade de seguir a direcdo de selecdo) e autonomia
(mudanca somente em um méddulo e estabilidade nos demais). Esse resultado empirico
confirma a previsdo de Wagner e Altenberg (1996), de que a modularidade facilita a

evolucéo adaptativa.
5. Integrac@o morfolégica e Modularidade em Anfibios
O mapeamento gendtipo-fendtipo subjacente a organizagdo modular elaborado

por Wagner (1996) pode ser expandido com o acrescimo do desenvolvimento como
mediador dos efeitos genéticos (West-Eberhard, 2003; Klingenberg, 2008; Figura 3).
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Figura 3. Mapeamentos de arquitetura genética subjacentes a modularidade. O esquema a esquerda
é o de efeitos pleiotrépicos diferenciais, de Wagner (1996), culminando em duas unidades modulares
funcionais. O esquema & direita inclui o fator desenvolvimento como mediador dos efeitos genéticos no
fendtipo. Segundo esse mapeamento, os efeitos dos genes (setas vermelhas) ndo séo diretos nos caracteres
fenotipicos (circulos pretos), mas sim nas vias de desenvolvimento (setas azuis) que originam esses
caracteres. Dessa maneira, os fatores ambientais (setas laranjas) podem ser incluidos no mapeamento

através de sua regulacéo sobre as vias de desenvolvimento (West-Eberhard, 2003).

Segundo West-Eberhard (2003), as unidades modulares sdo determinadas por
pontos de bifurcacdo — “switches” - que organizam os caracteres de um determinado
maodulo, regulando seu padrdo de expressdo génica por meio de um limiar. Estimulos
que ultrapassem o limiar (de concentracdo de horménio, por exemplo) alteram o padréo
de relacdo entre os caracteres daquele modulo, e podem ser tanto genéticos quanto
ambientais. A similaridade entre os padrbes de correlacdo genética e ambiental
encontrados em mamiferos suporta a ideia de que fatores genéticos e ambientais afetam
a morfologia pelas mesmas vias de desenvolvimento (Cheverud, 1988).

A consideracdo dos fatores ambientais como importantes na expressao de
fenotipos modulares esta relacionada com o fenémeno da plasticidade fenotipica, a
habilidade de um gendtipo alterar seu fendtipo diante de condigdes ambientais distintas
(West-Eberhard, 2003). As diferengas no ambiente alteram a expressdo de vias de
desenvolvimento, resultando em alteragdo da expressao de unidades modulares (West-
Eberhard, 2003; Klingenberg, 2008). Essa abordagem da modularidade torna bastante
interessante o estudo desse fenbmeno em vertebrados que possuem alta plasticidade
fenotipica, como os anfibios. Larvas de anfibios anuros sdo muito estudadas quanto a

plasticidade fenotipica. Existem diversos estudos empiricos que investigaram a acéo de



fatores ambientais nas taxas de crescimento e diferenciagdo das larvas, especialmente da
temperatura (Morey e Reznick, 2000; Alvarez e Nicieza, 2002; Buchholz e Hayes,
2002; Olsson e Uller, 2002; Niehaus et al., 2006).

O estudo de Gomez-Mestre e Buchholz (2006) é um bom exemplo da relacdo
entre plasticidade fenotipica das larvas e a consequente alteracdo do fenétipo nos
adultos, com potencial para diversificacdo evolutiva. Os autores verificaram que a
diversificacdo morfoldgica entre as espécies de Paleobatoidea foi correlacionada com as
diferencas intra-especificas causadas por respostas plasticas da taxa de desenvolvimento
a variacdo da temperatura. Eles encontraram relagdes alométricas significativas entre
contrastes independentes do comprimento do rostro e dos membros posteriores
(residuos das medidas pelo tamanho corpéreo, representando, portanto, a forma) com os
contrastes das taxas de desenvolvimento dentro das espécies e entre as espécies
(utilizando a menor taxa de desenvolvimento de cada espécie); esta Ultima
caracterizando uma relacdo alométrica evolutiva. Apesar de Gomez-Mestre e Buchholz
(2006) mostrarem o potencial da plasticidade das larvas de alterar as formas de partes
dos adultos conforme o tempo de desenvolvimento, eles ndo abordaram a modularidade
de forma explicita, tampouco esclareceram as forcas evolutivas envolvidas na
diversificacdo do grupo estudado.

Estudos de integracdo morfolégica e modularidade com uso dos modelos da
genética quantitativa sdo raros em anfibios. Os poucos que apresentaram matrizes G as
construiram com escassos caracteres larvais (tempo de desenvolvimento, massa na
metamorfose, tamanho corpéreo na metamorfose e comprimento da cauda), sendo
inviavel uma andlise da modularidade (por exemplo: Phillips, 1998; Cano et al., 2004).
Cano et al. (2004) comparou matrizes G de duas populacGes de Rana temporaria que
habitam diferentes ambientes, mas as analises foram distintas das utilizadas em estudos
de mamiferos, sendo dificil realizar comparagdes. Além disso, conhecemos somente um
grupo que comparou matrizes P em espécies de salamandra, utilizando diversos
caracteres dos adultos (lvanovic et al. 2005, 2007), porém com interesse principal nas
mudancas de modularidade do cranio ao longo da ontogenia e em referéncia ao
fendmeno da pedomorfose. Percebemos, entdo, que ndo sabemos como sdo os padrdes
de integragdo/modularidade e sua evolugdo em anfibios.

O complexo de espécies de Rhinella granulosa é um grupo de anfibios promissor para o
estudo de integragdo morfolégica e modularidade. Em uma recente revisdo taxonémica

do grupo, doze espécies foram identificadas por caracteres morfoldgicos, e séo



distribuidas por todos os dominios sul-americanos de area aberta (Narvaes e Rodrigues,
2009). Esses dominios apresentam clima bastante diverso entre si, tornando interessante
a construcao de matrizes de fatores climaticos para testes de similaridade. Além disso, o
cranio das espécies desse grupo é bastante ossificado e com varias crestas, tornando a
determinacdo dos marcos morfoldgicos mais simples. Finalmente, todas as espécies do
grupo de R. granulosa possuem reproducao explosiva, logo ap6s as primeiras chuvas de
verdo, reunindo em um mesmo corpo de dgua dezenas a centenas de casais desovando.
Por conseguinte, diversas desovas podem ser coletadas de uma vez, junto dos pais, para

a construcdo de matrizes G.
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3. Justificativa

Existe uma lacuna na literatura de estudos sobre integracdo morfol6égica e modularidade
em anfibios, um grupo potencialmente importante de ser investigado por ser suscetivel a
alteracdes de suas vias de desenvolvimento e de sua organizacdo modular, tanto por
mutacdes quanto pelo ambiente. Ndo sabemos se as descobertas encontradas para 0s
mamiferos, como similaridade entre matrizes G e P e a importancia da selecdo natural
na diversificacdo morfolégica do cranio, sdo também aplicaveis aos anfibios.
Hipotetizamos que o padréo de correlacdo dos caracteres sera similar entre as espécies,
mas com diferencas nas magnitudes de integracdo; que os fatores ecologia e tamanho
alométrico explicardo grande parte da divergéncia entre as espécies; e que 0s caracteres

de desenvolvimento compartilhado serdo mais correlacionados entre si.



4. Objetivos

1. Construcdo das matrizes de covariancia e correlacdo genética (G) e fenotipica

(P) da espécie Rhinella granulosa, com caracteres do cranio;

2. Teste de similaridade entre as matrizes G e P de R. granulosa;

3. Construcdo e comparacdo de matrizes P de todas as espécies do grupo R.

granulosa;

4. Determinacdo do padrdo modular e da integracdo geral do cranio das espécies de

R. granulosa;

5. Diferenciacdo das causas da diversificacdo do cranio das espécies de R.
granulosa: filogenia, ecologia (fatores climaticos) e/ou desenvolvimento

(ontogenia do cranio).



5. Material e Métodos

1. Espécies

O complexo de espécies de R. granulosa pertence a familia Bufonidae, ordem
Anura. As caracteristicas marcantes sdo glandula paratoide pequena, pele rugosa e
cristas cefalicas queratinizadas bem desenvolvidas (Narvaes e Rodrigues, 2009). A
distribuicdo do grupo é bem ampla, associada a formacdes abertas da América do Sul e
do Panamé: caatinga — R. granulosa, cerrado — R. mirandariberoi, restinga — R.
pygmaea, chaco — R. bergi, R. major, R. azarai e R. fernandazae, pampa — R.
fernandezae e R. dorbignyi, llanos — R. humbolti, savanas do nordeste — R. major, R.
nattereri, R. merianae e Panama - R. centralis. O fato de algumas espécies possuirem
distribuicdo geogréafica muito restrita, fortemente associada a um unico tipo de bioma,
sugere que sua especiacdo tenha sido relacionada com os fatores ambientais diversos
desses biomas, como topografia, tipo de solo e clima (Narvaes e Rodrigues, 2009). As
espeécies diferem principalmente quanto ao tamanho corporeo e a morfologia do cranio
(forma do rostro, tipo e configuragcdo das cristas, granulagdo, glandulas paratoides).
Uma filogenia do grupo ainda nédo foi publicada, porém esta em construcdo (Pereyra, M.

— comunicacao pessoal).

2. Hipoteses de modularidade e marcos morfoldgicos no cranio

A determinacdo dos marcos morfologicos depende do padrdo modular que
hipotetizarmos para as espécies do grupo R. granulosa, uma vez que é importante
realizarmos uma distribuicdo de medidas morfométricas em diferentes modulos de
maneira balanceada. As hip6teses de modularidade sdo baseadas em dados de
desenvolvimento do cranio (origem embrionaria e vias de crescimento) ou funcédo
(Cheverud et al., 1989). Olsson e Hanken (1996) determinaram um modelo de padrdo
ancestral do desenvolvimento da cabeca de anfibios anuros por meio do estudo da
migragéo celular da crista neural em larvas de Bombina orientalis. Eles observaram trés
vias de migracéo de celulas progenitoras das cartilagens do condocranio: mandibular ou

rostral, hidide e branquial; sendo esse padrdo conservado evolutivamente (Figura 4).



I Via rostral Via hi6ide I Viabranquial

Figura 4. Vias de migracdo celular da crista neural no cranio de anfibio. O cranio da larva da ra
Bombina orientalis em visdes dorsal e ventral. As cores representam as diferentes vias de migracao:
vermelha — rostral, amarela — hidide, azul — branquial e cinza — componentes nio derivados da crista
neural. Abreviacfes: BB — basobranquial, BH — basohial, CB — ceratobranquial, CH — ceratohial, CT —
cornua trabécula, IR — infrarostral, MC - cartilagem de Meckel, OC - cépsula 64tica, PQ —

palatoquadrado, SR — suprarostral, TP — placa trabecular (Olsson e Hanken, 1996).

Marcos dentro destes trés modulos podem ser utilizados em uma primeira
hipdtese, seguindo o desenvolvimento do condocranio, que em anuros que realizam
metamorfose, transforma-se no cranio ossificado ap6s a embriogénese (Hanken e Gross,
2005). Visto que mais de uma hipotese de modularidade pode ser testada, uma segunda
hipotese pode ser similar a adotada em mamiferos por Cheverud (1982; 1995),
considerando dois mddulos maiores - 0 neurocranio e a face - segundo os padrdes de
crescimento neural e somatico, respectivamente; e dentro destes, médulos menores - 0
teto do créanio, a base do cranio e a 6rbita, no neurocranio; e as regides oral, nasal e
zigomatica, na face (Cheverud, 1995). Esta segunda hipGtese pode corresponder
também aos anfibios se os efeitos de fatores epigenéticos forem semelhantes aos em
mamiferos. Porém, como a captura de alimento é diferente nesses dois grupos e 0s
anfibios ndo mastigam as presas, existe uma chance desse padréo ser inverossimil para
os anfibios.

Em colaboracdo com os professores Miguel Trefaut-Rodrigues e Carlos Navas
lannini, do Instituto de Biociéncias da USP, faremos um piloto de determinagdo dos
marcos morfoldgicos do cranio em 20 adultos da espécie R. granulosa. Esses animais
serdo coletados na regido de Angicos (RN), no sertdo da caatinga. Faremos as medidas
nos cranios dos animais com a pele e posteriormente sem a pele (direto no esqueleto)
para compararmos os valores e determinarmos se ocorrem distor¢des devido a presenca

da pele. Esse piloto & muito relevante, pois as cole¢des de anfibios sdo depositadas com



pele. Inicialmente, utilizaremos os mesmos marcos morfolégicos determinados por

Ivanovic et al. (2007) no cranio de salamandras, mostrados na Figura 5:

maxilla choana vomeral teeth
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Figura 5. Marcos morfoldgicos a serem testados nos cranios das espécies do grupo Rhinella
granulosa. Cranio da salamandra Triturus sp. em posi¢do ventral. 1. Ponta lateral do cdndilo occipital; 2.
Ponto lateral de encontro entre a base do cranio e o pterigoide posterior; 3. Extremidade posterior do
pterigoide; 4. Ponta anterior do pterigoide; 5. Extremidade lateral do quadrado; 6. Extremidade posterior
dos dentes vomerais; 7. Extremidade anterior dos dentes vomerais; 8. Extremidade anterior do vomer; 9.
Ponta posterior da maxila; 10. Extremidade posterior da pré-maxila (sutura entre maxila e vomer); 11.
Parte anterior da sutura entre pré-maxila e maxila; 12. Pontos laterais do vémer que formam a margem da

coana; 13. Extremidade anterior da pré-maxila (ponta do rostro).

3. Matriz de covariancia e correlacdo genética de R. granulosa

Faremos a construcdo da matriz G com a espécie R. granulosa, que habita o
bioma da caatinga. Na época reprodutiva, coletaremos casais em amplexo e 0s
depositaremos separadamente em bacias com agua para a oviposi¢do. Esse método ja
foi posto em pratica anteriormente (Simon, 2010). Os casais e suas respectivas desovas
serdo transportados ao laboratorio para que os cranios dos primeiros sejam digitalizados
e medidos, e o0s segundos desenvolvam-se em ambiente controlado. Apds a
metamorfose, manteremos 0s juvenis até atingirem um tamanho minimo no qual
possamos realizar as medidas no cranio. Com as medidas dos pais e prole, as
herdabilidades, médias e variancias dos caracteres podem ser estimadas (Falconer e

Mackay, 1996) e a matriz G construida via REML (méxima verossimilhanga restrita).



4. Matrizes fenotipicas de covariéncia e correlacdo das espécies do grupo R. granulosa

As matrizes P das espécies serdo construidas com as medidas realizadas nos
cranios de individuos depositados em colecbes de museu. As colecBes de anfibios sdo
depositadas com pele, sendo importante, portanto, que os cranios das espécies do grupo
R. granulosa sejam bem ossificados. Apo6s a construgdo das matrizes P, estas serdo

comparadas com a matriz G de R. granulosa e entre si.

5. Matrizes de filogenia, ecologia e desenvolvimento

As matrizes de filogenia, ecologia e desenvolvimento serdo construidas para a
realizarmos testes de similaridade entre as espécies. A primeira sera uma matriz de
distancias filogenéticas entre os taxa (sendo realizada no momento por um grupo de
pesquisa chefiado pelo professor Julian Faivovich, do Museu Argentino de Ciéncias
Naturais). A matriz de ecologia sera de fatores climaticos, como temperatura média,
variacdo média diaria e anual da tempertura, pluviosidade anual e umidade relativa do ar
média. Esses dados podem ser obtidos por meio de estagdes climaticas. Os dados de
temperatura dos microhabitats de desenvolvimento seréo coletados com a colaboragéo
do professor Carlos Navas lannini, com o uso de carregadores de dados (Hobo, Onset
Computer Corporations, USA). Finalmente, as matrizes de desenvolvimento seguem as
hipoteses de modularidade, sendo que os pares de caracteres de um mesmo mddulo tem
valor um e os de modulos distintos tem valor zero (Cheverud et al. 1989; Cheverud,
1995). Testaremos a associacdo entre as medidas de similaridade das matrizes P e as
trés acima, para evidenciarmos a relevancia relativa destes fatores na diversificacao do

cranio das espécies estudadas.

6. Testes estatisticos

Faremos os testes de similaridade de matrizes de correlacdo das espécies e das
matrizes de filogenia, ecologia e desenvolvimento por meio de correlagdes de Pearson
entre matrizes. Determinaremos a significancia das correlacbes com testes de
aleatorizagcdo, como o teste de Mantel (Cheverud et al., 1989). A similaridade entre
matrizes de covariancia ndo pode ser testada por aleatoriza¢fes de suas colunas e linhas

(como no Mantel), pois cada linha tem uma escala diferente, por se referir a diferentes



caracteres. Utilizaremos, entdo, o0 método de vetores aleatdrios, no qual as correlagdes
entre os vetores de gradientes de sele¢do natural, aplicados as matrizes, e os vetores
resposta serdo determinadas, com o uso da equacao de resposta multivariada a selecao
natural. Determinaremos a significancia por meio de uma distribuicdo nula de
correlagOes entre os vetores de resposta e 1000 vetores de selecdo aleatdrios (Marroig e
Cheverud, 2001). Além disso, oteste recente introduzido por Marroig et al.
(Evolutionary Biology, “online early” 2011) chamado de SRD (selection response
decompositiom) serd usado para testar aonde as semelhancas e diferencas entre as

matrizes estdo concentradas.



6. Plano de trabalho e Cronograma

9.

Disciplinas: agosto a novembro/2011; fevereiro a novembro de 2012;

Piloto para determinacdo dos marcos morfoldgicos: agosto a outubro/2011;
Coleta de dados climéticos para construcdo da matriz de clima: agosto/2011 a
agosto/2012;

Coleta de casais e desovas de R. granulosa para constru¢do da matriz genética:
fevereiro/2012 a abril/2012;

Medicéo dos cranios dos adultos de R. granulosa: abril/2012;

Criagdo das larvas e juvenis de R. granulosa em laboratério: abril/2012 a
abril/2013;

Construcdo da matriz genética de R. granulosa: mai/2013 a ago/2013,;

Medicdo dos cranio das espécies do grupo de R. granulosa com espécimes de
colecdes de museu: janeiro/2012 a julho/2013;

Construcdo das matrizes fenotipicas: agosto/2013 a dezembro/2013;

10. Testes de similaridade e correlagéo entre matrizes: janeiro/2014 a margo/2014;

11. Redacéo da tese: janeiro/2014 a agosto/2014.



