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RESUMO

Em nosso estudo avaliamos como a proximidade de atividades agricolas e a
porcentagem de area com atividades antrépicas afetam o desenvolvimento de
Hetaerina rosea. Os impactos de atividades humanas podem levar a
instabilidade do desenvolvimento dos organismos muito antes de afetar
variaveis populacionais. A compreensdo de como estes efeitos sdo negativos
para os individuos pode ser uma métrica poderosa e auxiliar na tomada de
decisdo com relacdo ao manejo de impactos. A medida mais comumente
utilizada como para avaliar a instabilidade do desenvolvimento é a assimetria
flutuante (AF). Embora diversos estudos oferecam suporte ao uso de AF como
indicador de estresses durante o desenvolvimento, outros questionam sua
validade como ferramenta para bioindicacdo. Nossos resultados sugerem
pouco suporte a AF. Entretanto, devemos considerar que o desenvolvimento &
um processo integrado e que outros tracos bioldgicos podem ser afetados
durante o desenvolvimento. O peso € uma destas variaveis. Em nosso estudo,
observamos que os individuos provenientes de ambientes proximos a
atividades agricolas apresentaram pesos menores. Esse resultado pode ser
explicado pela influéncia de estresses durante o estagio larval, tais como, por
exemplo, a presenca de agroquimicos nos riachos onde se desenvolveram,
maior competicdo dos machos adultos por territorios de reproducdo ou menor
quantidade/qualidade de alimento disponivel nos riachos proximos a atividades
agricolas. Embora as hipoteses de estresse alimentar na fase larval ou na fase
adulta ndo possam ser consideradas separadamente, elas podem prever que,
em Odonata, o tamanho seria mantido, no entanto, o0 peso ndo, uma vez que

estresses durante o estagio larval levam ao investimento de energia no



crescimento compensatério através de aumento do metabolismo. Nossos
resultados podem ser interpretados de acordo com essa premissa uma vez que
ndo observamos diferencas significativas entre o tamanho médio das asas.
Desta maneira, sugerimos que para obter uma visdo mais integrada de como
estresses de origem antropogénica afetam o desenvolvimento de Odonata
outras variaveis devem ser utilizadas além da AF, tais como o peso e o

tamanho.

Palavras-chave: Instabilidade do desenvolvimento, Morfometria,

Calopterygidae, Cerrado, Atividades antropogénicas, Estresse ambiental.



ABSTRACT

In our study, we evaluated the proximity of agricultural activities and the
percentage of area with anthropogenic activities affect the development of
Hetaerina rosea. The impacts of human activities may lead to instability of the
development of organisms before they affect population variables.
Understanding how these effects are negative for individuals can be a powerful
metric and assist in decision making regarding the management of impacts. The
most commonly used measure to assess how the developmental instability is
fluctuating asymmetry (AF). Although several studies provide support for using
AF as an indicator of stress during development, others have questioned its
validity as a bioindication tool. Our findings suggest little support to AF.
However, we must consider that development is an integrated process and
other biological traits may be affected during development. Weight is one of
these variables. In our study, we observed that individuals from environments
near to agricultural activities had lower weights. This result can be explained by
the influence of stresses during the larval stage, such as, for example, the
presence of pesticides in streams, increased competition from adult males by
breeding territories or lesser quantity/quality of food availability in streams
nearby to agricultural activities. Although the hypothesis of food stress in the
larval stage or adult stage cannot be considered separately, they may provide
that, in Odonata, the size would be maintained in detriment of weight, since
stresses during the larval stage lead to energy investment in compensatory
growth through increased metabolism. Our results can be interpreted according
to this premise since no significant differences between the average size of the

wings. Thus, we suggest that for a more integrated view of how anthropogenic



stresses affect the development of Odonata other variables should be used in

addition to AF, such as weight and size.

Key-words: Developmental instability, Morphometry, Calopterygidae, Cerrado,

Antropogenic Activities, Environmental stress.



INTRODUCAO

A modificagcdo de areas naturais para atividades humanas, tais como a
agricultura e pecuaria, geralmente entra em conflito com a conservacdo da
biodiversidade. A retirada de vegetacdo natural para que essas atividades
possam ser desenvolvidas, modifica a estrutura hidrolégica uma vez que
aumenta a taxa de entrada de sedimentos, influenciando o pH, condutividade
elétrica, concentracao de nutrientes e a temperatura da agua (Fernandes et al.,
2014; Souza et al., 2013). O aumento da temperatura, por sua vez, diminui a
concentracdo de oxigénio dissolvido, o que também pode reduz o pH da 4gua
(Fernandes et al., 2014). Portanto, essas mudancas podem levar efeitos em
cascada profundamente interligados, afetando a estrutura do sistema aquéatico
como um todo (Dance and Hynes, 1980; Egler et al., 2012; Fernandes et al.,

2014; Waite, 2013).

Considerando o avanco da agricultura e as mudancas de uso de solo
que atualmente ocorrem no Brasil, € possivel identificar duas fronteiras de
alteracbes importantes (Luis Schiesari, com. pess.). A “fronteira do
desmatamento” reflete as mudancas causadas pela conversdo de florestas
para areas de pastagem, modificando a estrutura fisica do sistema. A “fronteira
do agroquimico” relaciona-se a transicdo entre pastagem para agricultura
intensiva (e.g. soja e cana-de-agucar) e inclui o uso excessivo de agroquimicos
(fertilizantes e agrotoxicos). A distincdo entre essas duas fronteiras pode ajudar
na identificacdo das principais classes de alteragbes ambientais que as
espécies estdo expostas atualmente e pode gerar novas predicdes mais
especificas sobre essas alteracdes. Por exemplo, mensurar os efeitos do baixo

nivel de contaminacdo de agroquimicos em riachos apresenta elevado custo



financeiro (Beketov, 2004; Egler et al.,, 2012), além da possibilidade de
mascarar os efeitos negativos de agroquimicos através da atribuicdo errénea
para outras variaveis mais facilmente identificadas nas andlises quimicas, tais

como os niveis de nitrogénio e fosforo (Beketov et al., 2013).

O biomonitoramento € uma abordagem alternativa que pode ser utilizada
para avaliar impactos ambientais (McGeoch and Chown, 1998; McGeoch,
1998). As vantagens no uso de bioindicadores incluem sua alta sensibilidade
as mudancas de qualidade da agua, inclusive a presenca de agroquimicos. Um
pressuposto ecolégico do uso de bioindicadores é que os estresses podem
afetar o desenvolvimento, com um efeito direto sobre as respostas dos
individuos ao ambiente (Remsburg and Turner, 2009). Caracteristicas como
distribuicdo ampla e tempo de desenvolvimento relativamente longo, sé&o
importantes em um possivel bioindicador. Os invertebrados aquaticos estao
entre 0s organismos comumente utilizados como bioindicadores (McGeoch and
Chown, 1998; McGeoch, 1998). Dentre os invertebrados aquaticos, Odonata é
um dos organismos comumente utilizados em estudos de biomonitoramento.
De acordo com Oertli (2008), a adequacdo de Odonata como bioindicador
deve-se a muitas de suas caracteristicas, tais como: (i) frequentes em
praticamente todos os tipos de corpos de agua doce; (ii) taxonomicamente bem
resolvido e com ecologia e historia de vida relativamente bem estudadas; e (iv)
apresentam fase larval aquatica e adulta terrestre, portanto podem refletir
estresses em ambos 0s ambientes, além de serem sensiveis a alteracdes no
meio fisico. De acordo com estes argumentos, as libélulas podem ser 6timos

indicadores, ja existindo estudos que avaliaram os efeitos do avanco das



atividades agricolas sobre estes organismos (Ferreira-Peruquetti and De Marco

Jr, 2002; Pinto et al., 2012; Silva et al., 2010).

A instabilidade do desenvolvimento pode ser definida como a falta de
capacidade de um organismo em resistir a estresses ambientais durante os
estagios iniciais do desenvolvimento (Debat and David, 2001). Este processo
pode ser uma boa métrica bioindicadora em funcdo organismos que se
desenvolvem sob estresses investem mais energia em sua sobrevivéncia, 0
que compromete a manutencdo do desenvolvimento de maneira estavel
(Graham et al., 2010; Palmer, 1994; Van Valen, 1962). Dentre os métodos de
bioindicacéo que utilizam Odonata como organismo modelo, aqueles baseados
na instabilidade do desenvolvimento dos individuos vém recebendo destaque
(Chang et al., 2007; Clarke, 1995; Hardersen, 2000; Hardersen, 2000; Jinguiji et
al., 2012). Em libélulas, a instabilidade do desenvolvimento larval pode ser
medida através de métricas obtidas nos adultos, uma vez que apresentam um
ciclo de vida complexo (i.e. fase larval aquatica e adulta terrestre) e por
existirem mecanismos que acoplam respostas a estresses no desenvolvimento
larval a fase adulta (Stoks and Cdérdoba-Aguilar, 2012; Strobbe and Stoks,
2004). Com isso, alguns tracos biolégicos afetados durante o estagio larval,
como o0 peso corporal, podem ser observados nos adultos. As larvas de
Odonata séo predadoras (Corbet, 1999), e o comportamento de forrageio larval
pode ser afetado negativamente por agroquimicos (Jinguji et al., 2012) e pela
presenca de seus predadores, inclusive de outras espécies de Odonata

(McPeek et al., 2001).

As condi¢cbes ambientais adversas nas quais as larvas se desenvolvem

tais como falta de alimento (Campero et al.,, 2008a; Rolff et al., 2004),



exposicdo a agroquimicos (Campero et al., 2008b) e predacéo (Mikolajewski et
al., 2008; Stoks et al., 2006b), podem afetar as vias de producao de melanina,
que estdo ligadas tanto a fun¢des imunes quanto a formacdo de caracteres
sexuais secundarios nos adultos (Corbet, 1999). Desta forma, é possivel que
os estresses derivados de atividades agricolas possam afetar negativamente
as vias de metabolismo de melanina, o que levaria a machos mais susceptiveis
a infeccdes e possivelmente com menor quantidade de melanina para
formacdo de caracteres sexuais secundarios (Cordoba-Aguilar and Cordero-
Rivera, 2005; Stoks and Cérdoba-Aguilar, 2012). O tamanho e a forma da asa
podem afetar a capacidade de fugir de predadores, manobrar durante o voo,
perseguir presas durante o voo (Hardersen et al., 1999; Hardersen, 2000;
Samejima and Tsubaki, 2010). A temperatura (Hassall and Thompson, 2008) e
0s agroquimicos (Chang et al., 2007) podem afetar diretamente o
desenvolvimento das asas. Ademais, 0 aumento na temperatura da agua pode
acelerar o desenvolvimento de Odonata, culminando em espécimes menores

na fase adulta (Hassall and Thompson, 2008).

A assimetria flutuante (AF) é uma das métricas mais utilizadas para
mensurar a instabilidade do desenvolvimento (Graham et al.,, 2010). A AF é
definida como pequenos desvios de um modelo de simetria bilateral perfeita
(Van Valen, 1962) O pressuposto biolégico importante na AF é que o
desenvolvimento de ambos os lados de estruturas com simetria bilateral é
influenciado pelos mesmos genes. Portanto, as diferencas aleatorias entre os
lados tem origem ambiental e refletem a incapacidade do organismo em manter

o desenvolvimento proximo do ideal (AF=D-E=0). Ainda, elevados niveis de AF



indicam a presenca de instabilidade do desenvolvimento (Beasley et al., 2013;

Clarke, 1995; Graham et al., 2010; Palmer and Strobeck, 1986).

Varios trabalhos sugerem o uso de medidas de AF como bioindicadores
de qualidade ambiental, uma vez que individuos que se desenvolveram em
locais mais antropizados podem apresentar maiores niveis de AF (Chang et al.,
2007; Lazi¢ et al., 2013; Lens et al., 2002a; Polak et al., 2002). Por outro lado,
nao existe um consenso sobre o uso AF como uma medida universal de
instabilidade do desenvolvimento, uma vez que existem estudos com
resultados conflitados sobre seu potencial uso para inferir o efeito de impacto
ambiental (Arambourou et al., 2012; Campero et al., 2008a; Floate and Fox,
2000; Lens et al., 2002a, 2002b; Rasmuson, 2002). Em uma meta-analise
recente, Beasley et al. (2013) demonstraram que 36% da variacdo do efeito na
AF pode ser atribuida a estresses ambientais de origem antropogénica, tanto
para estudos observacionais quanto para estudos experimentais. Com isso, €
necessario a realizacdo de novos estudos para validar o uso das métricas de

AF em programas de biomonitoramento de qualidade ambiental.

Uma premissa bioldgica da instabilidade do desenvolvimento € que os
estresses ambientais afetam a morfologia dos individuos, que por sua vez esta
diretamente ligada a como estes individuos respondem a variaveis ambientais
(Clarke, 1995; McGeoch and Chown, 1998). Como o desenvolvimento de um
organismo € integrado e pode ser afetado negativamente por estresses
ambientais ao longo de todo o processo, 0 objetivo deste estudo foi testar a
hipotese de que a proximidade de atividades agricolas afeta a estabilidade do
desenvolvimento de Hetaerina rosea, com efeitos negativos sobre medidas de

peso, tamanho da asas e AF baseada em medidas obtidas nas asas.



MATERIAIS E METODOS

AREA DE ESTUDO

Realizamos as coletas em éareas de Cerrado do Estado de Goias, nos
meses de marco a junho de 2011 e 2012 (Tabela 1 e Figura 1). O Cerrado é o
segundo maior bioma do Brasil e localiza-se no planalto central brasileiro,
apresentando grande diversidade e endemismo de espécies (Klink e Machado
2005). O avanco de empreendimentos agropecuarios nesta regido (e.g.
pastagens para criacdo de gado, soja, milho e cana-de-acucar) tem seguido de
maneira muito intensa, e grande parte das areas naturais ja foi convertida em
areas destinadas para algum tipo de atividade antrépica (Brooks et al., 2002;
Klink and Machado, 2005; Sano et al., 2008).

Coletamos espécimes de H. rosea em 12 diferentes riachos localizados
proximos de agricultura e em outros 12 distantes de atividades agricolas. O
tratamento “proximo de agricultura” foi definido como corpos dagua
distanciados a menos de 1 km de qualquer atividade agricola, enquanto que
“longe de agricultura” foi definido como corpos d’agua distanciados a mais de 1
km de qualquer atividade agricola. A localizacdo desses pontos foi feita sobre
uma imagem de satélite Landsat classificada e a sua localizacdo e distancia

com atividades agricolas validadas depois em campo.



Tabela 1. Relacédo dos pontos amostrados, sua classificacdo em relacéo ao tratamento, ano de coleta, e coordenadas geograficas

(W/S). PA: Préximo de atividades agricolas; LA: Longe de atividades agricolas.

Municipio Tratamento Ano Latitude (S) Longitude (W)
Doverlandia PA 2012 -16.65941 -52.37702
Doverlandia LA 2012 -16.62268 -52.34053
Doverlandia PA 2012 -16.65568 -52.39538
Luziania PA 2011 -16.10714 -47.51767
Luziania LA 2011 -16.10573 -47.67756
Niquelandia LA 2011 -14.31789 -48.61670
Niquelandia PA 2011 -14.29000 -48.64306
Niquelandia PA 2011 -14.26528 -48.61775
Niquelandia LA 2011 -14.39233 -48.62458
Pires do Rio/Santa Cruz de Goias LA 2011 -17.42192 -48.40175
Pires do Rio/Santa Cruz de Goias PA 2011 -17.29139 -48.32472
Pires do Rio/Santa Cruz de Goias PA 2011 -17.29736 -48.42611
Pontalina PA 2011 -17.42594 -49.35001
Pontalina LA 2011 -17.47641 -49.43594
Rubiataba LA 2012 -15.06306 -49.81056
Rubiataba LA 2012 -15.04839 -49.80620
Rubiataba PA 2012 -15.05910 -49.86217
Rubiataba PA 2012 -15.07789 -49.83808
Rubiataba LA 2012 -15.03648 -49.83063
Rubiataba PA 2012 -15.10365 -49.80829
Silvania LA 2011 -16.49801 -48.49091
Silvania LA 2011 -16.47183 -48.46642
Silvania PA 2011 -16.43553 -48.47378

Silvania LA 2011 -16.48122 -48.47011
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ESPECIE MODELO

Hetaerina rosea é uma espécie tropical associada a riachos (De Marco e
Peixoto 2004) e com alta abundancia em locais com mata riparia removida
(Ferreira-peruquetti and De Marco Jr, 2002). Esta é uma espécie amplamente
distribuida na América do Sul e no Brasil (Pessacq and Muzén, 2004) e a mais
comum deste género no Cerrado (Carvalho et al., 2013; Guillermo-ferreira and
Del-Claro, 2011; Peixoto and De Marco, 2009). Como a distribuicdo ampla e
alta abundancia sédo fatores importantes para um potencial bioindicador
(McGeoch and Chown, 1998; McGeoch, 1998), H. rosea pode ser usada como
organismo modelo. Outro fator importante € que a historia natural de H. rosea é
bem documentada em estudos populacionais (De Marco and Peixoto, 2004) e
comportamentais (Guillermo-ferreira and Del-Claro, 2011; Peixoto and De

Marco, 2009).

METODO DE AMOSTRAGEM

Realizamos as amostragens sempre com uma temperatura minima de
20°C a qual esta associada a uma maior atividade de Odonata (De Marco e
Resende 2002; May 1979), e entre as 10:00 e 15:00h, uma vez que apods este
horario a abundancia de H. rosea decresce muito (De Marco and Peixoto,
2004). A amostragem foi baseada no método de varredura por areas fixas (De
Marco, 1998), comumente utilizado em estudos com Odonata (Calvéo et al.,
2013; Carvalho et al., 2013; Pinto et al.,, 2012). A amostragem consistiu em
coletar todos os espécimes presentes em um transecto de 100 metros, dividido

em segmentos de 5 metros, ao longo do riacho. O tempo médio de



permanéncia em cada ponto foi de 1 hora. Acondicionamos 0s espécimes
coletados em envelopes de papel que, apdés as analises, foram depositados
como material testemunho na Cole¢do do museu de Zoologia da Universidade
Federal de Goias. Para a confirmacdo da identificacdo em campo, utilizamos
uma chave dicotdbmica (Lencioni, 2005), bem como comparamos com outros

exemplares depositados na colecao.

INTEGRIDADE AMBIENTAL E PORCENTAGEM DE COBERTURA
ANTROPICA

Avaliamos as caracteristicas fisicas dos riachos utilizando o protocolo de
Nessimian et al. (Habitat Integrity Index, HIl; 2008). Este protocolo € composto
por doze questdes que permitem avaliar as condicbes ambientais locais. As
questdes descrevem caracteristicas como o padrdo do uso de solo adjacente a
vegetacdo marginal, largura da mata ciliar, estado de conservacdo da mata
ciliar, descricdo dos tipos de sedimentos e presenca de dispositivos de
retencdo, presenca de vegetacdo aquatica, entre outras. Cada questdo
apresenta seis possiveis alternativas de resposta. Cada resposta representa
um valor que é utilizado para obtermos o valor do indice. A média varia entre O
e 1, sendo o ambiente mais conservado aquele com valor mais préximo de 1.

A caracterizagdo das paisagens amostradas foi realizada baseada em
uma analise multi-escala de areas de influéncia (buffers) circulares delimitadas
a partir da coordenada do transecto amostrado em cada riacho. Para cada um
dos 24 cdOrregos amostrados foram construidas areas de influéncia circulares
de raio de 100 metros. Os poligonos foram delimitados baseados na

classificacdo de uso do solo realizada por inspecao visual das imagens



georreferenciadas do satélite LANDSAT TM 5 do ano de 2010, época da
estacdo seca (Agosto), composicdo RGB 543. A escala de visualizagao para
inspecéo visual foi de 1: 25000. A classificagdo baseou-se em trés classes: 1)
Area natural abrangendo as vegetacdes ciliares, de galeria e formacgdes de
cerrado 2) Area de uso antrépico, como lavouras e pastagem e 3) Area com
agua exposta, abrangendo as represas. Os poligonos em formato shape foram
transformados em arquivos no formato raster. A area total em hectares e a
porcentagem de cada classe em relagcdo as demais foram obtidas a partir do

programa Fragstats verséao 3.3 (McGarigal et al., 2002).

TRACOS MENSURADOS PARA DETERMINAR AF

Para a obtencdo das imagens para medicdo, retiramos as asas dos
espécimes, com auxilio de tesoura. Posteriormente, fixamos as asas, com
auxilio de fita adesiva. Digitalizamos as asas assim montadas, em resolucéo de
1600 dpi. Para as medicoes, utilizamos o programa TPSDIG2 (Rohlf, 2006). De
acordo com Palmer e Strobeck (2003) e Graham (2010) caso exista
dependéncia da variancia das medidas dos lados direito ou esquerdo com o
tamanho do traco, a medida de AF refletira um efeito misto de genotipo,
ambiente e instabilidade do desenvolvimento, e ndo pode ser interpretada
diretamente como uma medida de instabilidade do desenvolvimento. As asas
foram escolhidas para a obtencdo das medidas (Tabela 2; Fig. 2), pois
geralmente as variaveis de AF ndo estdo positivamente correlacionadas com o
tamanho da estrutura. Isso permite que usemos os valores de AF diretamente,
sem a necessidade de correcdo em relacdo ao tamanho. De acordo com

Forbes et al. (1997), o erro de mensuracao € baixo em varidveis obtidas das



medidas das asas, e ndo h& correlacdo positiva entre varidveis mensuradas na
asa e o tamanho da asa. Ainda, as variaveis obtidas na asa apresentam
distribuicdo tipica de AF, o que as torna medidas bem confidveis para a

estimativa de AF.

Tabela 2. Tragcos mensurados nas asas de Hetaerina rosea e as abreviaturas

utilizadas.
Trago da asa Abreviatura

Distancia da primeira antenodal até o nodus da asa posterior M1
Distancia do nodus até a borda da asa posterior M2
Distancia da primeira antenodal até a borda da asa posterior M3
Largura da asa na regidao do nodus posterior M4
Comprimento da mancha M5
Largura da mancha M6
Distancia da primeira antenodal até o nodus da asa anterior M7
Distancia do nodus até a borda da asa anterior M8
Distancia da primeira antenodal até a borda da asa anterior M9

Largura da asa na regido do nodus anterior M10




Figura 2. Asas anterior e posterior, exemplificando as variaveis coletadas. As
medidas M1 («), M2 (<), M3 (<) e M4 («) foram coletadas em ambas as
asas. As medidas M5 (<) e M6 () referem-se a caracteres sexuais. Todas as

abreviacdes de acordo com a Tabela 2.

INSTABILIDADE DO DESENVOLVIMENTO: ESTIMATIVAS DE TA MANHO,
CARACTERES SEXUAIS E ASSIMETRIA FLUTUANTE (AF)

O desenvolvimento ontogenético do organismo compreende uma
relacdo complexa entre o desenvolvimento de diversas estruturas que podem
ter tempo e ordem distintos (Beasley et al., 2013). Embora o desenvolvimento
seja integrado em todo o organismo, € possivel que em diferentes momentos
do desenvolvimento, determinadas estruturas estejam em processo mais

rapido de crescimento e modificacdo/diferenciacdo, com maior quantidade de



células em ativo processo de multiplicagdo. Neste periodo de maior
desenvolvimento, podemos identificar “janelas de desenvolvimento” para esta
estrutura (Hardersen, 2000). Isto sugere que diferentes partes do organismo
podem ser afetadas por impactos localizados, dependendo do momento de
desenvolvimento no qual ocorre. Por outro lado, alguns tipos de impacto
persistentes podem afetar a maioria das estruturas envolvidas.

O tamanho é uma medida multivariada que pode ser aproximada pelo
comprimento ou pelo peso. Como um traco de histéria de vida o tamanho pode
estar ligado a varios componentes de aptidao individual (Chown and Gaston,
2010). Para animais com ciclo de vida complexo (como é o caso de Odonata),
manter o tamanho corporal préximo do ideal é importante uma vez que larvas
menores sofrerdo com competicdo assimétrica por larvas maiores (McCauley et
al.,, 2011) e/ou canibalismo (Mikolajewski et al., 2008). Neste cenario, a
competicdo podera diminuir a quantidade de alimento consumido, o que afetara
nao apenas o tamanho nos estagios subsequentes, como também as reservas
de energia e capacidade imunoldgica, ou seja, atuaria como um efeito ndo letal
com consequéncias sérias para a aptidao no estagio adulto. Outro aspecto a se
considerar é que o tamanho em Odonata é fixado durante a metamorfose
(Corbet, 1999). Apés estes periodos de falta de alimentacdo as larvas
apresentam uma fase de crescimento compensatério, no qual as reservas de
energia sdo investidas no crescimento, e geralmente as larvas alcangcam o
mesmo tamanho que larvas que ndo sofreram estresses semelhantes (Stoks et
al., 2006a).

Entretanto, o mecanismo relacionado ao crescimento compensatorio

afeta o metabolismo, acelerando-o (Corbet, 1999; Stoks and Cdérdoba-Aguilar,



2012). Este fenbmeno permanece mesmo apds a metamorfose (Strobbe and
Stoks, 2004), o que sugestivo de que fatores estressantes durante a fase larval
podem afetar a fase adulta: a manutencdo do tamanho proximo ao ideal na
metamorfose ao custo de peso menor no estagio adulto (Corbet, 1999; Stoks
and Cérdoba-Aguilar, 2012). Como variaveis para avaliar este efeito, utilizamos
o tamanho médio da asa anterior (D+E/2), e 0 peso seco do animal (balanca de
precisdo de 0,0001g). Estas medidas nos oferecem uma compreensédo de
como o tamanho foi afetado no estagio larval, através do comprimento médio
das asas, uma vez que a formacdo desta estrutura € fixado no ato da
metamorfose. Permite também compreender como a fase adulta é afetada,
mensurada através do peso.

Utilizamos o tamanho médio das maculas (média entre os lados direito e
esquerdo) das asas posteriores de cada individuo nas andlises de variacdo
morfolégica. As respostas imunoldgicas e a expressdo de caracteres sexuais
secundarios em machos de libélulas acompanham a mesma via de
metabolismo, uma vez que ambas sdo dependentes de melanina (Okamoto
and Grether, 2013; Serrano-Meneses et al., 2007). As maculas alares séo
importantes no género Hetaerina, com uma relacdo existente entre o tamanho
das méaculas com a quantidade de melanina, indiretamente servindo como um
indicador honesto de resisténcia a parasitas (Anderson and Grether, 2010;
Cordoba-Aguilar and Cordero-Rivera, 2005). E possivel que a baixa
alimentacdo, causada pela falta de alimento ou presenca de predadores
(McCauley et al., 2011; McPeek et al., 2001; Stoks et al., 2006a), possa afetar

também as vias metabodlicas que levam a producdo de melanina, gerando, ao



mesmo tempo individuos com maculas menores e com pequena capacidade
imunoldgica.

Considerando a histéria evolutiva dos organismos, as atividades
humanas criam novas condi¢des que afetam diretamente o desenvolvimento do
organismo e seu modo de vida (Clarke, 1995). De acordo com essa premissa,
avaliamos como a proximidade de agricultura afeta a simetria bilateral dos
individuos, através de medidas de assimetria flutuante (Van Valen, 1962). Para
isso, agrupamos os individuos de cada tratamento e por ponto, para obter um
tamanho amostral adequado (Lauck, 2006; Morris et al., 2012). Outros estudos
que avaliaram AF utilizaram com sucesso o0 mesmo procedimento (Carchini et
al., 2000; Sonke Hardersen, 2000; Lauck, 2006; Morris et al., 2012; Pinto et al.,
2012; Schmeller et al., 2011). No total, mensuramos 10 tracos métricos (Tab. 2)
nas asas anteriores e posteriores de H. rosea.

Nesse estudo utilizamos dois indices: AF4 (Palmer 1994; Palmer and
Strobeck 2003) e o indice composto de AF (Leung et al., 2000; Palmer and
Strobeck, 2003; Palmer, 1994). O indice AF4 é diretamente obtido por meio da
subtracdo do lado esquerdo em relacdo ao direito [AF= (D-L)]. Este indice
fornece uma medida intuitiva e direta da assimetria, além de permitir avaliar a
auséncia de Antissimetria (AS) e Assimetria Direcional (AD), pré-requisitos
neste tipo de estudo (Graham et al., 2010; Palmer, 1994). O segundo indice &
um indice composto, que considera em conjunto todas as medidas obtidas para
o0 individuo.

De acordo com Leung et al. (2000), medidas compostas de AF seriam
mais efetivas, apresentando mais poder de resposta do que medidas de tracos

unitarios ou quando comparados separadamente. Desta forma, além das



comparacdes entre os tragcos separadamente (o que oferece uma visao de
como cada traco responde separadamente em relagdo ao estresse),
calculamos um indice composto de AF, a partir das sugestdes de Leung et al.
(2000):

CFA; = |FA;|/IFA;. Eql.

Neste indice, os valores absolutos sdo somados, dado que o valor de AF
de um traco é dividido pela média de AF para o traco medido, o que permite
que todos os tracos sejam ponderados equitativamente (Leung et al., 2000).

Os valores de AF frequentemente sdo pequenos, portanto, em muitos
casos, podem ser afetados diretamente pelos erros de medida (Graham et al.,
2010; Palmer, 1994). Isto se deve ao fato de que os erros de mensuracéo
frequentemente apresentam a mesma magnitude e distribuicdo dos valores
observados para AF (Graham et al., 2010). Com o intuito de acessar 0s erros
de medida, cada variavel foi mensurada cinco vezes, por diferentes pessoas.
Em todos os casos ndo houve referéncias ou comunicacdo entre o0s
responsaveis pelas medidas. As medidas seguiram as seguintes orientacdes:
da asa direita para a esquerda, e das asas posteriores para as anteriores. Para
avaliar o erro de mensuracdo (ME), que determina a diferenca entre as
medidas como a porcentagem da diferenca média entre os lados, seguimos o

protocolo de Komac e Alados (2012):

MSm

ME = MSint

X 100 Eq.2

onde MS;, refere-se aos quadrados médios do termo relativo ao erro, a partir
dos resultados da ANOVA para dois fatores com modelo misto (lado como fator
fixo e individuos como fator aleatério), MS; refere-se aos quadrados meédios

do termo de interacao (Lado X Individuo), apresentados na Tabela 3.



ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliar se a classificacdo em perto e longe de atividades agricolas
captou a integridade ambiental (medida pelo HIl), utilizamos um teste-t para
amostras independentes (Zar, 1999), com o tratamento “préximo e longe de
agricultura” como variavel independente e o HIl como variavel resposta. O
mesmo procedimento foi aplicado para avaliar o efeito do ano sobre a variacao
de peso, tamanho e AF.

Para avaliar o efeito da proximidade de agricultura sobre o peso e o
tamanho e o tamanho da mancha alar, comparamos as médias de cada
variavel para ambos os tratamentos. Para estas analises utilizamos o teste-t
para amostras independentes (Zar, 1999), com os tratamentos “proximo e
longe de agricultura” como variavel independente, e as médias para cada traco
como variavel dependente. Foram realizados testes independentemente para
cada medida.

Para as andlises de AF, seguimos as sugestdes de Palmer (1994),
Palmer e Strobeck (2003) e Graham et al. (2010). De acordo com estes
autores, existem fatores que podem afetar as interpretacbes em estudos de
assimetria: erros de mensuracdo, assimetria direcional, antissimetria,
dependéncia do tamanho do traco. Graham et al. (2010) sugerem que, apesar
de a ANOVA para dois fatores (modelo misto) ser comumente utilizada como
uma ferramenta para analisar a presenca dos trés tipos de assimetria (i.e. AS,
AD e AF), sua principal funcdo esta relacionada a analise dos fatores fixos,
neste caso, refere-se ao fator ‘Lado’. Além disso, os quadrados médios podem
ser utilizados para estimativas de erro de medida (Komac and Alados, 2012;

Palmer and Strobeck, 2003). Portanto, neste estudo, a ANOVA (modelo misto)



foi utilizada para verificar a presenca de assimetria direcional (através do fator
‘Lado’), bem como para as estimativas de erros de medida.

Para avaliar a presenca de Antissimetria, realizamos testes-t para
verificar se as médias de AF distribuiam-se em torno da média zero. A
Assimetria Direcional foi avaliada por meio de um teste de normalidade,
Kolmogorov-Smirnov. Este teste é sugerido por Palmer (1994) por ndo ser tdo
sensivel a um numero baixo de categorias, o que resultaria em resultados do
tipo “falso positivo”, principalmente na presenca de uma distribuicdo de dados
leptocurtica (Graham et al., 2010; Morris et al., 2012; Palmer and Strobeck,
2003). Ademais, os dados foram avaliados em relagdo a assimetria e curtose.
Embora exista muita discussdo sobre a validade da expectativa de uma
distribuicdo normal (Babbitt et al., 2006) como distribuicdo padrao para AF, em
nosso protocolo optamos por avaliar tal pressuposto, uma vez que ainda néo
ha suporte inequivoco para exclui-lo (Graham et al., 2010).

A dependéncia do tamanho do traco medido pode obscurecer os indices
de AF observados, e, consequentemente, afetar as decisbes sobre a validade
das andlises (Graham et al., 2010; Palmer and Strobeck, 2003). Para avaliar a
existéncia desse efeito, conduzimos correlacdes de Spearman entre os valores
de AF e o tamanho médio da asa. A vantagem no uso da correlacdo de
Spearman é a possibilidade de avaliar relacdes nédo-lineares que por acaso
existam entre essas variaveis (Zar, 1999). Por fim, para avaliar o efeito da
proximidade de atividades agricolas sobre os niveis de AF, utilizamos testes-t
(Zar, 1999), com o tratamento “préximo e longe de agricultura” como variavel
independente e o as medidas de AF do indice simples como variavel resposta.

Aplicamos o0 mesmo protocolo para o indice composto de AF.



Para avaliar o efeito da porcentagem de cobertura antrépica na
estabilidade do desenvolvimento de H. rosea num raio de 100 metros,
utilizamos regressodes lineares simples (Zar, 1999). A variavel independente
corresponde a porcentagem de area antropizada e as variaveis dependentes

foram: peso seco, tamanho, e as medidas de indice composto de AF.



RESULTADOS

DESCRICAO GERAL

Coletamos um total de 192 espécimes de Hetaerina rosea. Destes 104
individuos foram provenientes de areas proximas de agricultura e 88 de areas
longe de agricultura. As médias de HIl variaram entre x = 0,438 + 0,032 (média
+ |.C.; préximo de agricultura) e ¥ = 0,542 + 0,057 (longe de agricultura). As
areas proximas de atividades agricolas apresentaram valores de HIl menores
do que o observado para areas longe de agricultura (t= -3,080, gl= 22,
p<0,006). Este resultado corrobora nossa classificacdo e demonstra que os
locais proximos a atividades agricolas apresentam valores médios referentes
aos indices de integridade fisica (HIl) menores, indicando efeitos antropicos

mais intensos causados pela proximidade de atividades agricolas.

EFEITO DO ANO SOBRE O PESO, TAMANHO E AF

N&o houve diferencas significativas entre as médias do peso seco (t=
0,657, gl= 190, p=0,512) e do tamanho em fung&o do ano de coleta (tvar.sep.= -
1,885, gl= 182, p=0,061) dos individuos de H. rosea em funcdo do ano de
coleta. Aléem disso, ndo observamos efeito do ano de amostragem sobre os
valores de AF (D-E) [asa posterior: M1(t=-0,158, gl= 190, p=0,875), M2(t=-
0,993, gl= 190, p=0,322), M3(t=-0,453, gl= 190, p=0,651), M4(t=-1,077, gl= 190,
p=0,283), M5(t=0,924, gl= 190, p=0,357), M6(t=0,208, gl= 190, p=0,836); asa
anterior: M1(t=-0,309, gl= 190, p=0,757), M2(t=-1,777, gl= 190, p=0,078),
M3(t=-0,246, gl= 190, p=0,806), M4(t=0,820, gl= 190, p=0,413)]. Estes

resultados permitem excluir o ano de coleta como um fator que poderia



influenciar nas diferencas entre as médias observadas para o peso seco,

tamanho e AF entre os diferentes tratamentos.

INSTABILIDADE DO DESENVOLVIMENTO: EFEITOS SOBRE PES O,
TAMANHO E TAMANHO DA MANCHA

O peso seco de H. rosea foi afetado negativamente pela proximidade
das atividades agricolas (t=-3,454, gl=190, p<0,001). Os espécimes de areas
distantes das atividades agricolas sdo, em média, 1,235mg mais pesados do
que os coletados em areas proximas destas atividades (Fig. 3A). Entretanto, o
tamanho corporeo (t=-1,441, gl =190, p=0,151) e o tamanho da mancha (t=-
1,938, gl =190, p=0,054) de H. rosea nédo foram afetados pela proximidade das

atividades agricolas.
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Figura 3. Efeito da proximidade de atividades agricolas sobre: A) o peso seco
e B) AF da medida M7 de H. rosea. As barras representam um intervalo de
confianca de 95%. M7: Distancia da primeira antenodal até o nodus da asa

anterior.



ERROS DE MEDIDA E PADROES DE ASSIMETRIA

Os erros de medida observados para todos os tracos foram menores do
gue 5% (M1l= 2,66%, M2= 2,32%, M3= 1,75%, M4= 3,79, M5= 2,63%, M6=
1,45%, M7= 2,32%, M8= 1,85%, M9= 2,04%; M10= 3,32%; para as
abreviaturas, consultar a Tabela 2). Valores baixos de erros de medida indicam
que os possiveis desvios do modelo de simetria bilateral perfeita podem ser
atribuidos a outros fatores e ndo a erros derivados do processo de
mensuragao.

De acordo com os resultados observados, a significancia para o termo
de interacdo (lados x individuos) em todos os tragos, sugere que a assimetria
nao direcional (i.e. AS e AF) pode ser distinguida dos erros de medida
(Apéndice 1). O resultado nao significativo para todos os tragos em relagéo ao
termo lado exclui a presenca de AD (Apéndice 1). Assim, os valores de
assimetria obtidos néo foram inflados por componentes de assimetria direcional
e também ndo ha indicativos de que componentes genéticos sejam
responsaveis pela variacdo observada entre os lados. Ademais, verificamos a
ocorréncia de AD e AS separadamente para cada tratamento (Apéndice 2). Os
dados ndo apresentaram desvios dos pressupostos, uma vez que estdo
distribuidos simetricamente em torno da média zero, portanto, isso exclui
antissimetria e assimetria direcional como possiveis explicagdes. Para todos 0s
dados ndo héa evidéncias de assimetria (nenhum valor maior que 1 ou menor
que -1) e platicurtose (Apéndice 1), embora apenas para algumas variaveis
(M3, M6 e M9) a distribuicdo ndo seja leptocurtica. Ndo ha evidéncias de
dependéncia entre os valores obtidos para os tracos e o tamanho da asa [asa

posterior: M1(r=0,004, p=0,961), M2(r=0,122, p=0,091), M3(r=-0,001, p=0,999),



M4(r=0,096, p=0,188), M5(r=-0,083, p=0,252), M6(r=-0,081, p=0,264); asa
anterior: M1(r=-0,043, p=0,554), M2(r=0,073, p=0,317), M3(r=0,023, p=0,747),

M4(r=0,117, p=0,107)].

EFEITO DA PROXIMIDADE DE AGRICULTURA SOBRE AF

Apenas a medida M7 (Distancia da primeira antenodal até o nodus da
asa anterior) apresentou diferencas significativas entre os niveis de AF entre o0s
tratamentos (Tabela 5). Para esta variavel, os individuos provenientes do
tratamento “perto de agricultura” sdo, em média, 0,111mm mais assimétricos
do que os individuos provenientes do tratamento “longe de agricultura” (Fig.
3B), o que reflete um maior nivel de estresse no desenvolvimento desse traco.
Entretanto, ndo observamos diferencas significativas (t=-0,635, gl=190,
p=0,526) quando avaliamos a existéncia de diferencas significativas entre as

médias do indice composto de AF.

EFEITO DA COBERTURA DE AREA ANTROPICA SOBRE PESO,
TAMANHO E INDICE COMPOSTO DE AF

A porcentagem de cobertura antropica, no raio de 100 metros, nao
afetou significativamente o peso (R2<0,001; p=0,982), tamanho (R2<0,001;

p=0,966) e a AF (R2=0,077; p=0,189) dos individuos de H. rosea.



Tabela 5. Valores de AF obtidos para os tratamentos proximo e longe de

agricultura. Npa=104 e N 4=88. Valores em negrito com * indicam teste

significativo ao nivel de significAncia de p=0,05. Para abreviaturas confira a

Tabela 2.
AF média

Traco Longe Préximo t p
M1 0,110 0,108 0,078 0,938
M2 0,132 0,135 -0,192 0,848
M3 0,105 0,086 1,660 0,099
M4 0,052 0,045 1,018 0,310
M5 0,148 0,116 1,919 0,057
M6 0,035 0,036 -0,265 0,791
M7 0,308 0,419 -2,468* 0,014~
M8 0,118 0,137 -1,101 0,272
M9 0,086 0,091 -0,455 0,650
M10 0,048 0,054 -1,067 0,287




DISCUSSAO

A proximidade com atividades agricolas afetou os tracos biolégicos de H.
rosea de forma heterogénea. O peso foi menor em areas diretamente afetadas
por atividades agricolas. Nao houve efeito significativo do ano de coleta sobre o
peso, portanto podemos assumir que as diferencas observadas estao ligadas a
caracteristicas do ambiente e ndo ao periodo de coleta. Entretanto, o tamanho
nao foi afetado pela proximidade da agricultura, o que sugere certa
independéncia nas respostas bioldgicas de peso e tamanho. O tamanho da
mécula alar também néo foi afetado. Para os tracos utilizados para estimar a
instabilidade do desenvolvimento, medida através de AF (tracos mensurados
separadamente e indice composto), observamos que apenas a medida M7
(distdncia da primeira antenodal até o nodus da asa anterior) variou
significativamente entre os tratamentos. Nao observamos efeitos significativos
da porcentagem de area antrépica num raio de 100 metros sobre o peso,
tamanho e AF. Isto sugere que a porcentagem de area antropica talvez nao
seja tdo importante quanto a proximidade de atividades agricolas.

Um mecanismo simples para explicar nossos resultados é que as
mudancas no uso do solo relativas a agricultura afetam diretamente a
competicdo por locais de reproducdo dos adultos de H. rosea. Muitas areas
destinadas a agricultura no Cerrado sofrem retirada da mata ciliar. Essa
modificacdo cria aberturas em areas proximas aos corpos d’agua, permitindo
entrada de mais individuos (Dolny et al., 2012; Ferreira-peruquetti and De
Marco Jr, 2002) que poderia levar a uma competicdo mais intensa entre

machos por sitios de reproducdo. Em Calopterygidae as disputas territoriais

sdo determinadas por confrontos entre os residentes e intrusos em disputas



gue podem demorar até 2 horas (Cordoba-Aguilar and Cordero-Rivera, 2005)
sendo vencidas na maioria das vezes por individuos mais pesados (Rantala
and Suhonen, 2009). Portanto, podemos esperar que a presenca de muitos
competidores leve a elevados gastos das reservas de gordura dos machos
residentes nas areas proximas de atividades agricolas, o que explicaria
machos territoriais com menor peso nesses locais.

Serrano-Meneses et al. (2007) demonstraram que machos territoriais de
H. americana (Odonata: Calopterygidae) tem uma maior proporcéo de reservas
de gordura corporal do que machos nao territoriais e que ha uma grande perda
destas reservas durante as disputas, que dificilmente seréo repostas apos as
disputas. Peixoto e De Marco (2009) observaram gue o peso nao determina o
comportamento territorial, e que machos com pesos menores podem se
comportar como territoriais em H. rosea. Se considerarmos esses argumentos,
podemos sugerir que machos de diferentes pesos ocupam os territorios de
acasalamento, mas que um maior niumero de disputas pode afetar o peso dos
machos territoriais, diminuindo-o. Assim, nossos resultados indicam que essa
relacdo seria mais intensa em areas com maior retirada de mata nativa, tal
como observado nas areas proximas de atividades agricolas, mas seria menos
intensa nas &reas distantes destas atividades.

Outra explicacdo para 0s nossos resultados é que ha menor
disponibilidade de alimento em locais préximos de agricultura. H4 uma grande
perda de habitat e de conectividade entre diferentes pontos nestes locais e isto
diminui tanto a abundancia quanto a diversidade de insetos (Collinge, 2000).
Como Odonata € um predador (Corbet, 1999), a diminuigdo na disponibilidade

de insetos menores e que serviriam de alimento, pode levar a reducao do peso



nos adultos. E possivel considerar também que nestas areas existe 0 uso de
agrotoxicos e que podem ter um negativo sobre o desenvolvimento e aumentar
o risco de mortalidade de organismos que ndo sdo o alvo de pesticidas
(Amarante et al., 2002). Assumindo o uso de pesticidas nas areas, podemos
esperar um efeito tanto sobre o desenvolvimento de Odonata (Chang et al.,
2007; Sonke Hardersen, 2000), quanto sobre outros organismos utilizados
como alimento por Odonata (Beketov, 2004; Beketov et al., 2013). Assim, tanto
o metabolismo poderia ser afetado quanto a disponibilidade de alimento, e isto
levaria a redugdo do peso corporeo (Stoks and Cérdoba-Aguilar, 2012). Como
0 escopo deste trabalho ndo foi mensurar a contaminacao por agrotéxicos e 0s
efeitos da proximidade de atividades agricolas sobre a abundancia e
diversidade de outros organismos, esta hipétese deve ser considerada com
cautela.

Tanto a proximidade de atividades agricolas quanto a porcentagem de
cobertura antropica ndo afetaram o tamanho de H. rosea. Existe a possibilidade
de que as larvas de H. rosea aloquem energia para manter o tamanho corporal
proximo ao ideal no periodo de metamorfose em detrimento de sua biomassa,
assim como em outras espécies de Odonata (Dmitriew and Rowe, 2005).
Segundo Stoks e Cordoba-Aguilar (2012). O mecanismo fisioldgico relacionado
ao investimento no tamanho deve-se ao fato de que este traco € fixado durante
a metamorfose, ao passo que o peso poderia ser aumentado apds este evento.
Embora seja um efeito bem documentado na literatura (Sokolovska and Locke,
2000), esta é uma relacdo ainda controversa, e é possivel que a nossa
compreensao de todos os mecanismos ligados a sele¢cdo de um maior tamanho

em Odonata ainda esteja longe de um consenso (Thompson and Fincke, 2002).



Por exemplo, em estudo recente, Pinto et al. (2012) demonstraram que o
tamanho de Argia tinctipennis é afetado negativamente pela retirada de mata
riparia em riachos de Cerrado. Stoks et al. (2006) demonstraram, através dos
niveis de consumo de oxigénio e gastos energéticos, que 0 crescimento
compensatorio em larvas de Lestes viridis esta diretamente ligado a uma taxa
metabdlica maior e um pequeno investimento em armazenar energia,
resultando em adultos com tamanhos semelhantes, porém com pesos
diferentes. Ainda, Stoks et al. (2006) observaram que este pequeno
investimento no acumulo de reservas é refletido no estagio adulto, ou seja,
embora alcancem tamanhos préoximos do ideal, o peso e a posterior
capacidade de estocar energia sdo afetados negativamente por estresses
durante o desenvolvimento larval.

Em H. rosea, o tamanho da macula alar € um traco importante na
comunicacdo entre machos, e aqueles com maior macula vencem mais
disputas por territérios de acasalamento (Guillermo-ferreira and Del-Claro,
2011). Este pode ser um mecanismo ligado a sinalizacdo da qualidade
imunoldgica dos machos, uma vez que tanto as vias de produgcdo das méaculas
quanto as de respostas imunologicas sao ligadas a producdo de melanina
(Cordoba-Aguilar and Cordero-Rivera, 2005). Em nosso estudo observamos
que a proximidade de agricultura ndo afeta o tamanho destas maculas.
Entretanto, esse resultado deve ser visto com reserva, uma vez que se este
traco é importante para a comunicacdo entre estes insetos, e aqueles que
forem mais severamente afetados podem néo ser capazes de manter territérios

(Guillermo-ferreira and Del-Claro, 2011).



Dentre as dez medidas selecionadas para avaliar os efeitos da
proximidade de agricultura sobre a AF, apenas a distancia da primeira
antenodal até o nodus da asa anterior (M7) variou significativamente entre os
individuos amostrados nas areas proximas e longe de agricultura. Uma vez que
variaveis populacionais de H. rosea ndao sao negativamente afetadas por
alteragbes antropicas, tais como a retirada de mata proximas aos riachos
(Ferreira-peruquetti and De Marco, 2002), é possivel que esta espécie também
apresente mecanismos de tamponamento para estresses durante o
desenvolvimento larval. A canalizagdo do desenvolvimento é um processo
genético que ‘corrige’ falhas causadas por estresses ambientais ao longo do
desenvolvimento, de forma que o padrdo fenotipico observado ao final do
desenvolvimento seja proximo do ideal (Debat and David, 2001). Este
mecanismo pode ser considerado adaptativo no contexto de selecdo
estabilizadora (Debat and David, 2001). Considerando este mecanismo,
podemos supor que existe uma pressao muito forte com relacdo a manutencgéo
de baixos niveis de AF nas asas de H. rosea, uma vez que estas estruturas
estdo relacionadas ndo s6 ao voo, mas também com a comunicagdo com
machos e fémeas. Isto pode explicar por que ndo observamos diferencas
significativas na maioria dos tracos alares ndo sexuais e sexuais.

Outro possivel mecanismo €& a metamorfose. Esta € uma fase
considerada estressante para Odonata que pode desconectar o estagio larval
do adulto (Corbet, 1999). Em um experimento controlado, Campero et al.
(2008) demonstraram que mesmo em tratamentos com altos niveis de estresse
por pesticidas ou falta de alimento, a metamorfose € um processo capaz de

corrigir a ligacdo entre altos niveis de AF no estagio larval e o observado na



fase adulta. Sua explicacdo para este fato foi de que a metamorfose € um
evento suficientemente robusto para desacoplar a fase larval da adulta,
garantindo um ajuste ao ambiente na qual o adulto viver4d. Campero et al.
(2008) sugerem que parte dos resultados de estudos com Odonata que néo
obtiveram resultados significativos podem ser explicados por esta hipétese do
estresse na metamorfose.

Uma distingdo entre insetos holometabolos, onde ha uma intensa
transformacdo durante a fase de pupa e em hemimetabolos, onde essa
transformacdo € mais gradual (e.g. asas; Corbet, 1999), pode ajudar a
compreender a variacao de resultados de estudos de AF em insetos (citagcdes).
No caso de hemimetabolos, os adultos poderiam ser usados para acessar
estresses durante a fase larval. Por exemplo, a AF nos adultos de moscas
(holometébolos) nédo reflete diversos estresses durante a fase larval, dentre
eles: falta de alimentac&o (Bjorksten et al., 2000) e pesticidas (Da Silva et al.,
2004; Floate and Fox, 2000), o que sugere um efeito da metamorfose como
mecanismo que corrige a instabilidade do desenvolvimento no estagio larval.
Entretanto, muitos estudos experimentais com Odonata (hemimetabolos)
indicam que diferentes estresses durante a fase larval levam a maiores indices
de AF na fase adulta, por exemplo, pesticidas (Chang et al., 2007; Hardersen et
al., 1999; Sonke Hardersen, 2000), falta de alimento e presenca de predadores
(Stoks, 2001), retirada da mata riparia (Pinto et al., 2012). Isso sugere que,
apesar dos resultados de Campero et al. (2008), seria esperado um efeito
pequeno da metamorfose em Odonata, demandando estudos mais detalhados

para validar esse efeito.



Uma hipdtese alternativa para explicarmos a auséncia de diferencas na
maioria das métricas usadas para medir AF dos individuos entre os
tratamentos € a hipotese da selecdo do desenvolvimento (Moller, 1997). Esta
hipotese sugere que existe uma eliminacdo n&o-aleatéria durante o
desenvolvimento, e que isto interfere diretamente frequéncia de um trago
morfolégico em estagios subsequentes do ciclo de vida (Moller 1997). O
pressuposto importante aqui € a mortalidade diferencial de organismos que
apresentam fortes desvios de estabilidade no desenvolvimento de caracteres
sexuais, em funcao de uma forte selecado sexual. Em um estudo recente, Polak
e Tomkins (2013) demonstraram diretamente a ocorréncia de sele¢do do
desenvolvimento em Drosophila bipectinata. Os autores expuseram
experimentalmente as larvas a temperaturas elevadas e ap0s retirar os machos
que morreram de seus casulos, compararam os niveis de AF de tracos sexuais
com os daqueles que alcancaram a idade adulta. Polak e Tomkins (2013)
sugeriram que se estes individuos estivessem vivos a pressdo de selecao
sexual sobre eles seria intensificada para reduzir a instabilidade do
desenvolvimento. Dessa forma, estudos baseados apenas em adultos podem
subestimar a forca de sele¢cdo sobre um traco biolégico e, assim como nossos
resultados, devem ser tratados com cautela.

Em nosso estudo, utilizamos dois indices de AF, o que nos permitiu
avaliar tanto como o estresse afeta cada medida como também obter uma
visdo sobre como todo o desenvolvimento alar foi afetado. Quando utilizamos o
indice simples para compararmos as médias de AF para os tratamentos,
observamos que existe efeito da proximidade de atividades agricolas apenas

para a medida M7. O uso de um indice composto, ou seja, a um indice que



combina dados de vérios tracos permite obter uma visdo geral sobre como o
estresse pode ter afetado o desenvolvimento de uma estrutura como um todo
(Leung et al., 2000). Entretanto, devido a necessidade de padronizar os valores
de AF para oferecer pesos iguais para os diferentes tracos, podemos observar
distribuic6es fortemente leptocurticas (Graham et al., 2010). Como um dos
pressupostos de AF é a distribuicAo normal das diferencas entre os lados, o
uso de um indice composto pode criar um ‘falso’ negativo quando verificarmos
0 pressuposto de normalidade da distribuicdo (Palmer and Strobeck, 2003).
Outro ponto importante é que o uso de um indice simples fornece uma visdo de
como cada variavel pode ter sido afetada por um dado estresse. Se
considerarmos que cada estrutura se forma a intervalos diferentes, e que o0s
estresses podem ser intensos porém intermitentes, utilizar indices simples para
diversos tracos da mesma estrutura pode oferecer a vantagem adicional de
analisar de forma dinamica, o efeito de um dado estresse ambiental em cada
variavel separadamente (Lauck, 2006).

Os resultados do HIl corroboraram a classificagdo em perto e longe de
atividades agricolas. Este indice foi originalmente desenvolvido para mensurar
efeitos antrépicos e classificar o ambiente em igarapés amazonicos (Nessimian
et al., 2008), e também tem sido aplicado com sucesso em riachos no Cerrado
(Carvalho et al., 2013; Dias-Silva et al., 2010; Nogueira et al., 2011; Pinto et al.,
2012). O HIlI é um descritor fisico que permite sintetizar e classificar a
qualidade ambiental de riachos e regides vizinhas (até 50 metros), o que
oferece uma andlise tanto local quanto ao nivel de paisagem (embora em
pequena escala). O seu uso permite compreender o uso de solo e como

mudancas fisicas ocorrem ao longo do corpo d’agua. Dessa forma, o uso deste



indice fornece uma ferramenta complementar que agrega poder de
classificacdo aos dados obtidos para possiveis bioindicadores, por exemplo,
guando relacionados a atividades antropicas (Carvalho et al., 2013; Dias-Silva
et al., 2010; Oliveira Junior et al., 2013).

Entretanto, o HIl fornece uma visao puramente fisica do ambiente, ou
seja, € uma métrica capaz de indicar altera¢cdes decorrentes do uso do solo,
mas ndo é capaz de identificar diretamente a presenca de compostos na agua
decorrentes de atividades agricolas, tais como agrotéxicos ou fertilizantes, e
qgue poderiam ter efeito no desenvolvimento das libélulas. Por outro lado,
medidas de tracos biolégicos podem nos oferecer uma visdo de como 0s
Impactos ambientais afetam diretamente a biodiversidade e como os efeitos se
acumulam ao longo do desenvolvimento dos organismos (Beasley et al., 2013;
Hardersen and Frampton, 2003; Hardersen et al.,, 1999; Sonke Hardersen,
2000; Komac and Alados, 2012; Stoks and Cordoba-Aguilar, 2012). Isto permite
avaliar os efeitos das alteragbes ambientais decorrentes de atividades

agricolas e como isso pode afetar os organismos (Dmitriew and Rowe, 2005).

CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo demonstramos que a proximidade de atividades agricolas
e a porcentagem de cobertura antropica tem efeitos heterogéneos sobre o
desenvolvimento de Hetaerina rosea. Os padrdes observados indicam que
apenas 0 peso e um traco utilizado para estimar a AF variaram
significativamente entre os tratamentos. Tradicionalmente a AF tem sido
sugerida como o melhor traco morfologico para avaliar a instabilidade do

desenvolvimento dos organismos bilatérios (Van Dongen, 2006). Sugerimos



que a AF ndo € um bom indicador de instabilidade do desenvolvimento para H.
rosea. Este resultado deve ser interpretado com cautela, uma vez que a
compreensao dos mecanismos que podem tamponar 0s estresses nos estagios
larvais de organismos com ciclo de vida complexo ainda ndo sao bem
compreendidos. Serdo necesséarios mais estudos para avaliar os efeitos da
metamorfose como mecanismo de tamponamento da AF em Odonata, dessa
forma, pode-se avaliar se a falta de resultados significativos esta relacionada a
coma fase de desenvolvimento do organismo.

Alguns trabalhos tém sugerido que o uso de um indice composto de AF
seria mais robusto para averiguar os efeitos de impactos ambientais.
Entretanto, nossos resultados n&o corroboram esta sugestdo. Como
observamos efeitos significativos apenas através do indice simples de AF,
sugerimos que 0 seu uso deve ser considerado, dado que permite avaliar como
cada traco foi afetado de modo independente. Desta forma, a partir dos
resultados observados, sugerimos a utilizacdo de outras medidas relacionadas
ao desenvolvimento, tal como o peso, para avaliar como o desenvolvimento do
organismo é afetado. Isto permite uma compreensdo mais ampla de como a
estabilidade do desenvolvimento foi afetada ao longo de todo o processo. Além
de medidas de tracos biolégicos, a utilizagdo de um indice de qualidade fisica
do ambiente (e.g. HII) funciona como ferramenta complementar que auxilia na
robustez da intepretagcdo de impactos, o que permite uma visdo quantitativa

integrada dos impactos de atividades antropicas.
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APENDICE 1

Tabela 3: Resultados da Anova para dois fatores de modelo misto (fator fixo: lado;
aleatdrio: individuos). Para abreviaturas confira a Tab. 2.

Traco n Fonte de variacdo QM Gl F p

M1 192 Lado 0,323 1 1,230 0,269
Individuo 2,943 191 11,200 <0,001
Lado X Individuo 0,263 1,191 36,260 <0,001
Erro 0,007 1536

M2 192 Lado 0,034 1 0,300 0,606
Individuo 9,203 191 71,600 <0,001
Lado X Individuo 0,129 1,191 37,700 <0,001
Erro 0,003 1536

M3 192 Lado 0,002 1 0,010 0,864
Individuo 3,675 191 64,000 <0,001
Lado X Individuo 0,057 1,191 42,400 <0,001
Erro 0,001 1536

M4 192 Lado 2,694 1 1,330 0,251
Individuo 2,690 191 1,330 0,026
Lado X Individuo 2,030 1,191 26,380 <0,001
Erro 0,077 1536

M5 192 Lado 0,001 1 0,008 0,928
Individuo 2,281 191 30,063 <0,001
Lado X Individuo 0,076 1,191 41,133 <0,001
Erro 0,002 1536

M6 192 Lado 0,028 1 0,399 0,528
Individuo 0,259 191 3,748 <0,001
Lado X Individuo 0,069 1,191 70,728 <0,001
Erro 0,001 1536

M7 192 Lado 0,067 1 0,100 0,709
Individuo 1,132 191 2,400 <0,001
Lado X Individuo 0,475 1,191 43,010 <0,001
Erro 0,011 1536

M8 192 Lado 0,039 1 0,400 0,549
Individuo 7,194 191 66,800 <0,001
Lado X Individuo 0,108 1,191 45,800 <0,001
Erro 0,002 1536

M9 192 Lado 0,064 1 1,300 0,257
Individuo 3,276 191 65,700 <0,001
Lado X Individuo 0,049 1,191 67,700 <0,001
Erro 0,001 1536

M10 192 Lado 1,321 1 2,200 0,139
Individuo 0,900 191 1,500 0,003
Lado X Individuo 0,601 1,191 3,510 <0,001

Erro 0,020 1536




APENDICE 2

Tabela 4: Avaliacdo dos pressupostos de normalidade (teste Kolmogorov-Smirnov) e média zero (teste-t amostra Unica), para 0s
valores obtidos via indice AF 4 (D-E). Valores das médias, assimetria e curtose observados para os dados (D-E). Para
abreviaturas confira a Tab. 2.

Normalidade Média zero (D-E)

Tratamento Traco K-Sd p t p Média Assimetria Curtose

LA M1 0,112 >0,20 -0,584 0,561 -0,0097 0,011 2,129
M2 0,072 >0,20 -1,529 0,129 -0,0284 -0,007 1,199
M3 0,084 >0,20 0,301 0,764 0,0043 0,050 0,689
M4 0,132 >0,10 1,066 0,290 0,0092 0,034 10,741
M5 0,054 >0,20 -0,155 0,877 -0,0032 0,280 1,254
M6 0,129 >0,10 0,705 0,483 0,0033 -0,580 0,140
M7 0,073 >0,20 0,357 0,722 0,0157 -0,301 1,965
M8 0,064 >0,20 -1,502 0,137 -0,0245 0,275 1,690
M9 0,076 >0,20 -0,421 0,675 -0,0049 0,589 0,649
M10 0,055 >0,20 1,575 0,119 0,0102 0,755 2,557

PA M1 0,109 >0,15 1,116 0,267 0,0163 0,564 1,315
M2 0,079 >0,20 -0,581 0,562 -0,0106 -0,128 1,624
M3 0,078 >0,20 0,868 0,387 0,0095 -0,609 1,417
M4 0,114 >0,10 1,531 0,129 0,0087 -0,665 0,915
M5 0,061 >0,20 0,019 0,985 0,0010 0,005 1,987
M6 0,105 >0,20 1,362 0,176 0,0066 -0,662 2,850
M7 0,066 >0,20 0,320 0,750 0,0169 -0,612 1,078
M8 0,095 >0,20 -0,265 0,792 -0,0050 0,464 1,866
M9 0,075 >0,20 -0,444 0,658 -0,0052 -0,772 1,177

M10 0,088 >0,20 0,683 0,496 0,0048 -0,152 1,776




