Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas

Programa de P6s-Graduacgdo em Ecologia

Plasticidade fenotipica de caracteristicas morfoldgicas de

Drosophila cardini

Maria Stefania Przybylska Ribeiro

Dissertacdo submetida ao Programa
de Po6s-Graduacdo em Ecologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia, como
requisito parcial a obtencéo do titulo
de Mestre em Ecologia.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Rosana Tidon

Brasilia, marco de 2014



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE ECOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA

Disserta¢do de Mestrado

MARIA STEFANIA PRZYBYLSKA RIBEIRO
Titulo:

“Plasticidade fenotipica de caracteristicas morfoldgicas de
Drosophila cardini”.

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Rosana Tidon
Presidente / Orientadora

GEM/UnB
= m J- W %}V\
Profa. Dra. Bla istine Pires de Bitner-Mathé Leal Prof. Dr. Miguel Angelo Marini
Membro Titular Membro Titular
UFRJ Z00O/UnB

Prof. Dr. Paulo César Motta
Suplente
Z00/UnB

Brasilia, 18 de margo de 2014.



A minha mae, Elzbieta Przybylska (in memoriam).



Agradecimentos

Gostaria de agradecer, primeiramente, ao meu pai pelo seu constante apoio,
preocupacdo (sempre perguntando como estavam as moscas) e disposi¢do para ouvir e
ajudar. A sua dedicacdo ao longo da minha vida é certamente o que me fez chegar até
aqui. Muito obrigada! Agradeco a minha mée, por ter incutido em mim o interesse pela
busca do conhecimento e pela pesquisa e por me dar forcas de uma maneira
indescritivel. Obrigada também a minha irma e a Liane, por terem acompanhado com
interesse o desenrolar deste trabalho, torcendo comigo pela finalizacdo de cada fase.

Os meus agradecimentos igualmente especiais a0 meu namorado, Krishna, por
ter participado de cada anseio e de cada estresse, sempre me dando forgas para
continuar e comemorando comigo cada vitéria, por menor que fosse. Muito obrigada
por acreditar em mim e estar sempre ao meu lado!

A minha orientadora, Prof.2 Dr.2 Rosana Tidon, pelo papel fundamental na
minha formacdo como pesquisadora e pelo apoio e disposicdo para discutir ideias e
encontrar alternativas quando necessario. Muito obrigada por acreditar no meu trabalho!

Ao Prof. Dr. Louis Bernard Klaczko, pela disponibilidade para tirar davidas e
pelas sugestdes iluminadoras, por assim dizer.

Aos meus amigos da Biologia, Aline, Amanda, Anderson, Chael, Diégo, Diogo,
Ester, Gabriel, Luiza e Thiago, pelas trocas de experiéncia, apoio e conselhos. O meu
agradecimento especial a Aline e a Luiza, minhas amigas do coracdo, por estarem
sempre dispostas a me ouvir nos momentos bons e ruins.

Aos meus colegas do laboratdrio de Biologia Evolutiva. Agradeco ao Brito, pela
parceria no experimento e pelas discussdes sobre diversos aspectos do trabalho. A

Renata, por estar sempre disposta a tirar davidas, discutir e buscar solucBes para



problemas encontrados. Ao Pedro Henrique, pela valiosa ajuda na confecc¢ao de laminas
de asa, na medicdo dos torax e também pelo apoio no decorrer do experimento. A
Bérbara pela identificacdo pela genitalia das linhagens utilizadas neste trabalho e de
muitas outras que acabaram ndo sendo utilizadas. Ao lago, pela confecgédo de laminas e
fotografias de asas. A Prof.2 Dr.2 Nilda Diniz e ao Benjo, Francisco, Henrique, Jonas,
Lorena (namorada do Brito), Marcos, Natalia, Pedro Lucas e Pedro Paulo, por terem
auxiliado com muita boa vontade em momentos importantes deste trabalho.

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Ecologia — UnB e aos seus professores, pela
formagéo de alta qualidade proporcionada.

A Reserva Ecoldgica do IBGE, pela permissio para coleta.

Aos orgdos financiadores desta pesquisa: CAPES, pela bolsa de estudo

fornecida, e CNPq, pelos recursos disponibilizados a compra de equipamentos.



Sumario

RESUIMO. ...ttt e e n e e e s ne e n e e nnr e 1
N ] 1 - Uo! RS T PR 2
L. INEFOTUGED ..ttt bbbt 3
Plasticidade fENOIPICA ........ccviiieiieie e 4
Drosophila como modelo no estudo de plasticidade fenotipica ..........cccccovveiveienen, 7

O modelo deste estudo: Drosophila cardini .........ccccceevevieviiieiieese e 10

2. ODJBLIVOS ..ottt bbbttt bbb 12
3. Materiais € MELOUOS .......cccveieieiecie sttt ne e e e 13
3.1. Estabelecimento de isolinhagens e desenho experimental ..................ccccueeneen. 13
3.2. Analise das caracteristicas morfol0giCas ..........cccevvrveieeresieieere e 14
Lo To: ToJo [0 1N o] -V OSSOSO 15
MEIGAD A BSA ...vvvveveeeie sttt bbbt e s 16

3.3, Tratamento €StAtiStICO ......ccvcveieieiiese e 18
Tamanhos da 58 € O tOraX ........ccccveierieiiii i, 19

FOMMA 08 @SA ..ottt ens 21

Anédlise exploratdria da variabilidade populacional ............ccccccooeveiiiiinnnnn 23

4. RESUITAAOS .....oeeiiieieciee ettt e re e ae e nnes 24
4.1. Tamanhos da asa € 00 tOraX ......ccccueierieieiierieie et 24
FONEES 0B VANIACAD ...c.veevveeeiceiecieeie ettt ra e e 24

NOIMAS U FEAGAD......veiveeireereeeestee it et e steeste et e steeste e e e s e e te s s e sreessesssesreeeeeneesreas 28

4.2, FOIMA T8 S ..e.vveveeieeieeiiesieeie e seeste e steesteeseessaesteeseesseesseeseesseesseeseesneenseensens 33
FONTES U VANAGAD ....cvveviveeiieieie ettt bbb 33
INfluENcia da teMPEratUra ..........coeeiiiiieciece e e 35

4.3. Analise exploratéria da variabilidade populacional .............cccccccooveviiiiiennenn, 38

ST I ol U Y- Lo SR 44



Tamanhos da asa e do torax em resposta a temperatura de desenvolvimento ....45

Tamanhos da asa e do torax em resposta a outras fontes de variacao ................ 48
Forma da asa em resposta a temperatura de desenvolvimento ............cc.cccevenee 49
Variabilidade em resposta a temperatura de desenvolvimento .............c..cccveee. 52
LG O] o] 11 - To SO 55
7. Referéncias bibliografiCas .........ccccoviiiiieiic e 56
8. AANIEXO .t re e re e 64



Lista de figuras

Fig. 1. Medicdo do comprimento do toérax de D. cardini realizada, em sua lateral
esquerda, da cerda humeral mais anterior a ponta do escutelo ...........c..cccevenee 16

Fig. 2. Asa esquerda de D. cardini com os 13 marcos anatdmicos utilizados no presente
3] L0 o o PO TRPR 17

Fig. 3. Normas de reacdo para tamanho do centroide e comprimento do toérax das
linhagens de D. cardini sob diferentes temperaturas de desenvolvimento ......... 27

Fig. 4. Normas de reacdo médias para tamanho do centroide, comprimento do torax e
razdo asa:térax pela temperatura de desenvolvimento. As barras verticais Sdo 0s
intervalos de confianca de 9590 ........cciveiieiicieece e 29

Fig. 5. Ajustes das normas de reacdo médias de tamanho do centroide, comprimento do
torax e razdo asa:tdrax pela temperatura de desenvolvimento. O modelo utilizado
para tamanho do centroide e comprimento do térax foi o quadratico e, para a
razdo asa:torax, foi o linear. As curvas pontilhadas correspondem as normas de
reacdo médias, e as curvas cheias correspondem as curvas ajustadas. As barras
verticais sdo o0s intervalos de confianca de 95% .........ccccccveveiieiecce e 32

Fig. 6. Grafico de dispersdo das duas primeiras varidveis de forma da asa (RWL1 e
RW?2). Cada ponto colorido representa um individuo emergido a 14°C (verde),
17°C (vermelho), 21°C (azul), 25°C (rosa) ou 28°C (preto). Ao longo dos eixos,
esta representada a forma tipica da asa (obtida a partir de uma grade de
deformagéo) quando escores extremos do eixo s&o selecionados. Os pontos
dentro das asas correspondem aos marcos anatdmicos previamente definidos ..37

Fig. 7. Norma de reacdo média para o modulo do coeficiente de variacdo (CV) da
varidvel de forma da asa mais explicativa (RW1) pela temperatura de
desenvolvimento. As barras verticais séo os intervalos de confianga de 95% ...39

Fig. 8. Ajustes das normas de reacdo do coeficiente de variacdo (CV) do tamanho do
centroide (mm) das linhagens 14 (A), 21 (B) e 22 (C) pela temperatura de
desenvolvimento. O modelo utilizado em A e C foi o linear e, em B, foi o
cubico. As curvas pontilhadas correspondem as normas de reacdo, e as curvas
cheias correspondem as CUrvas ajustadas ...........cccceveeiereereseeseerie e 42

Fig. 9. Ajustes das normas de reacdo do coeficiente de variacdo (CV) do comprimento
do térax (mm) das linhagens 12 (A) e 21 (B) pela temperatura de
desenvolvimento. Os modelos utilizados em A e B foram, respectivamente, o

Vi



linear e o cubico. As curvas pontilhadas correspondem as normas de reacao, e as
curvas cheias correspondem as CUrvas ajustadas ...........ccoccvererenenerieienieseennen, 43

Vi



Lista de tabelas

Tabela 1. Numero de individuos de D. cardini analisados para tamanho do torax
(Torax), tamanho e forma das asas (Asa) e razdo asa:térax (Razdo) em cada
linhagem e temperatura experimental (°C) ......ccccoevveieiiene e, 25

Tabela 2. Anélise de Variancia para tamanho da asa (Asa), tamanho do torax (Térax) e
razdo asa:torax (Razdo) de D. cardini procedentes de diferentes linhagens e
temperaturas de deSenVOIVIMENTO ..........ccccoviiiiiiieiieie s 26

Tabela 3. Coeficientes de determinagdo (R?) resultantes do ajuste de trés modelos
(linear, quadrético e cubico) as médias dos dados de tamanho da asa (Asa),
tamanho do toérax (Térax) e razdo asa:itorax (Razdo) nas diferentes
temperaturas de desenVOIVIMENTO .........ccceeveiieiieie e 30

Tabela 4. Estimativa dos valores caracteristicos das normas de reacdo quadraticas de
tamanho da asa (Asa) e tamanho do torax (Torax), seguida do seu erro padrdo
(e.p.) e do coeficiente de variacdo (CV). VM: valor méximo. TVM:
temperatura do Valor MAXIMO .......cccoeiiiriiiieeee e 31

Tabela 5. Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA) e Analise de Covariancia
Multivariada (MANCOVA) realizadas com as 22 variaveis de forma da asa
de D. cardini procedentes de diferentes linhagens e temperaturas de
AESENVOIVIMENTO ... 33

Tabela 6. Andlise de Variancia para as duas primeiras variaveis de forma da asa (RW1
e RW?2) de D. cardini procedentes de diferentes linhagens e temperaturas de
deSENVOIVIMENTO ..ot 34

Tabela 7. Andlise de Variancia para os coeficientes de variacdo (CVs) de tamanho do
centroide (Asa - centroide), RW1 (Asa — RW1), RW2 (Asa — RW2), tamanho
do térax (Térax) e razdo asa:térax (Razdo) de D. cardini procedentes de
diferentes linhagens e temperaturas de desenvolvimento .............c.cccceveneenee. 38

Tabela 8. Coeficientes de determinagdo (R?) resultantes do ajuste de trés modelos
(linear, quadratico e cubico) aos dados de coeficiente de variacdo (CV) de
tamanho da asa (Asa), tamanho do torax (Torax) e razdo asa:torax (Razdo) de
diferentes linhagens nas diferentes temperaturas de desenvolvimento ......... 41

Tabela 9. Estimativa dos valores caracteristicos das normas de reagdo cubicas dos
coeficientes de variagdo (CVs) do tamanho da asa (Asa) e do tamanho do
torax (Torax) da linhagem 21 e da norma de reacdo quadratica do CV da

viii



razdo asa:torax (Razdo) da linhagem 9. VM: valor méaximo. TVM:
temperatura do Valor MAXIMO .......cccoeiriiiiieeereee e 41

Tabela Al. Estimativas dos parametros (go, 91, 92 € g3) dos modelos que forneceram os
melhores ajustes para tamanho da asa (Asa), tamanho do térax (Térax) e
razdo asa:torax (Razdo). Os valores medios das estimativas sdo seguidos do
erro padréo (e.p.) e do coeficiente de variagdo (CV) ......cccvvveveiieereeieseene, 64

Tabela A2. Valores dos coeficientes de variacdo (CV), em porcentagem, calculados
por linhagem e temperatura de desenvolvimento (°C) para tamanho do
centroide (Asa - centroide), RW1 (Asa — RW1), RW2 (Asa — RW2), tamanho
do torax (Torax) e razdo asa:torax (RAz&0) .........cceveverereivseiieieerieriesieeeeas 65

Tabela A3. Estimativas dos parametros (go, 91, g2 € g3) dos modelos que forneceram os
melhores ajustes para o coeficiente de variacdo (CV) do tamanho da asa
(Asa) e do tamanho do térax (Térax) de diferentes linhagens. Os valores
médios das estimativas sdo seguidos do erro padréo (e.p.) edo CV ............. 68



Resumo. Muitos autores tém chamado a atencdo para a necessidade de uma ampliacdo

da Sintese Moderna, incorporando fendmenos anteriormente desconhecidos ou
negligenciados, como é o caso da plasticidade fenotipica. O estudo desse fenémeno néo
é recente, mas, desde a década passada, ele ganhou um novo status devido ao
reconhecimento da sua importancia no processo evolutivo. Espécies de Drosophila tém
sido tradicionalmente utilizadas como modelos na investigacdo de plasticidade
fenotipica, mas a maioria dos estudos se concentra no grupo D. melanogaster do
subgénero Sophophora. No presente estudo foi investigada a plasticidade fenotipica de
Drosophila cardini, uma espécie Neotropical pertencente ao grupo D. cardini,
focalizando o tamanho e forma da asa, o tamanho do térax e a razdo asa:torax em
linhagens submetidas a diferentes temperaturas de desenvolvimento. Todas as
caracteristicas analisadas responderam plasticamente a temperatura, com normas de
reacdo semelhantes em forma as ja obtidas para outras espécies de drosofilideos e com
temperaturas do valor maximo coerentes com a variacdo térmica encontrada pela
populacdo. A forma da asa dos individuos de D. cardini emergidos a temperaturas mais
altas foi interpretada como mais propicia a um melhor desempenho de voo. Além disso,
a variabilidade da variavel de forma da asa mais explicativa foi maior a temperatura de
25°C em relacdo a de 14°C, um resultado que diverge do que é normalmente encontrado
para Drosophila. Os resultados obtidos foram interpretados levando em consideracao
informacBes sobre D. cardini no Cerrado, onde os casais fundadores das linhagens
foram coletados. Entretanto, investigacbes mais aprofundadas sobre o desempenho de
voo da espécie e sobre a influéncia de condicGes estressantes na forma da asa sdo
necessarias.

Palavras-chave: norma de reagédo, temperatura de desenvolvimento, tamanho da asa,

forma da asa, tamanho do torax, razao asa:térax, morfometria geométrica.



Abstract. Many authors have been calling attention to the necessity of an expansion of
the Modern Synthesis, incorporating previously unknown or neglected phenomena, such
as phenotypic plasticity. The investigation of this phenomenon is not recent, but it has
gained a new status since the last decade thanks to the acknowledgement of its
importance in the evolutionary process. Drosophila species have been traditionally used
as models in phenotypic plasticity investigation, but the majority of the researches are
conducted with the D. melanogaster group of the Sophophora subgenus. In this study,
we investigated Drosophila cardini phenotypic plasticity, a Neotropical species of the
D. cardini group, focusing on wing size and shape, thorax length and wing:thorax ratio
of lines submitted to different growth temperatures. All the analyzed traits responded
plastically to temperature, with reaction norms similar to those already found in other
drosophilid species and with temperatures of maximum value consistent with
temperature variation encountered by the population. Wing shape of the specimens
emerged at higher temperatures was interpreted as being adequate to a better flight
performance. Moreover the variability of the most explanatory shape variable was
higher at 25°C compared with 14°C, a result that diverges from what is usually found in
Drosophila. The results here obtained were interpreted taking into account information
about D. cardini in the Cerrado, where the couples that originated the lines were
collected. However, deeper investigations about the species flight performance and the

influence of stressful conditions on wing shape are necessary.

Key words: reaction norm, growth temperature, wing size, wing shape, thorax length,

wing:thorax ratio, geometric morphometrics.



1. Introducéo

O advento da Sintese Moderna (1918-1950) incorporou as descobertas de
Mendel a teoria da evolugdo de Darwin. Posteriormente, com as contribui¢cdes da
Biologia Molecular acerca de mecanismos especificos de hereditariedade e expressao
fenotipica, houve muito avanco no desvendamento das vias que relacionam DNA, RNA
e proteinas. Por muito tempo, entretanto, a origem da variabilidade foi associada
principalmente a mutagdes aleatorias que, se vantajosas sob determinadas condigdes
ambientais, aumentavam em frequéncia na populagdo por meio de selecdo natural. A
Biologia Evolutiva baseava-se em uma visdo “genocéntrica”, ndo valorizando as
descobertas que alertavam para a importancia da influéncia do ambiente na expresséo e
transmissdo de caracteristicas. Segundo Jablonka & Lamb (2005), essas ideias eram
tidas como meras “heresias lamarckistas”.

Esse cenario comecou a mudar nas Ultimas décadas, com os trabalhos de
Jablonka & Lamb (1995), Maynard Smith & Szathmary (1995), Schlichting & Pigliucci
(1998), Gould (2002), Miiller & Newman (2003), Odling-Smee et al. (2003), West-
Eberhard (2003) e Kirschner & Gerhart (2005), dentre outros. Atualmente, muitos
autores chamam a atencdo para a necessidade de uma ampliacdo da Sintese Moderna
(Pigliucci & Miller 2010, Schoener 2011, Danchin 2013, Mdller 2013), de modo a
abarcar as evidéncias de que o ambiente pode produzir variacdo fenotipica herdavel
sobre a qual a selecdo natural age. Essa possivel Sintese Evolutiva Estendida (Extended
Evolutionary Synthesis - EES), que retune contribuicdes da ecologia e biologia do
desenvolvimento a tradicional genética de populagdes (Pennisi 2008, Pigliucci & Muller
2010), incorpora novos fendmenos a tradicional Sintese Moderna, e um dos principais é

a plasticidade fenotipica (Muller 2007, Pigliucci 2010, Wund 2012).



Plasticidade fenotipica

Plasticidade fenotipica € um fendmeno comum entre os seres vivos (Pigliucci
2001, Schlichting 2002, Wund 2012, Schlichting & Wund 2014) e pode ser definida
como a capacidade de um genotipo Unico exibir uma gama de fenotipos em resposta a
variacdo no ambiente (Pigliucci 2001). O seu estudo ndo é recente, ja que esta
intrinsecamente relacionado com as ideias de genotipo e influéncia do ambiente, mas
passou a receber mais atencdo dos bidlogos evolutivos a partir da segunda metade da
década de 1980. Ao longo dos anos 1990, varios trabalhos empiricos foram publicados
com plasticidade fenotipica (Pigliucci 2001), e, na década passada, muito se argumentou
em favor da sua importdncia no processo evolutivo (Pigliucci 2010, Wund 2012,
Schlichting & Wund 2014).

Autores como West-Eberhard (2003) defendem que a mudanca fenotipica
sempre tem inicio com uma resposta plastica a alguma alteracdo genética ou ambiental
percebida pelos organismos, e que modificagdes em termos de frequéncias alélicas
constituem apenas um ultimo passo para a mudanca evolutiva, aquele que West-
Eberhard (2003) chama de acomodacdo genética. Desse modo, a autora defende que 0s
genes seriam melhor entendidos como “seguidores” no processo evolutivo, ¢ Nd0 COMO
“lideres” (West-Eberhard 2003). Os mecanismos a partir dos quais ocorre esse
fendmeno, que alguns consideram como lamarckista, tém sido paulatinamente
desvendados com o avango da Epigenética (Jablonka & Lamb 2010). Esses avancos,
por sua vez, estdo proporcionando um cenario tedrico baseado nas dimensdes multiplas
dos sistemas de heranca evolutivamente relevantes (Jablonka & Lamb 2005, Danchin

2013).



Além de a plasticidade fenotipica ser apontada como fundamental na geracao de
novidades evolutivas, hd vérias outras hipdteses sobre como ela pode impactar a
evolugédo (Wund 2012). A importancia de se estudar esse fendmeno e suas implicagoes,
entretanto, vai além de dar base ao advento de um novo arcabougo teorico evolutivo. A
compreensdo de como se dao as respostas complexas dos organismos a mudangas no
seu ambiente é relevante por si sd, ainda mais no atual cenario global de mudancas
climéticas (Merild & Hendry 2014, Schlichting & Wund 2014). Portanto, € relevante o
delineamento de estudos que, em diferentes circunstancias, contribuem para elucidar as
causas e consequéncias da plasticidade fenotipica.

A plasticidade fenotipica pode ser visualizada por meio de normas de reacao.
Estas sdo a representacdo grafica do conjunto de fenotipos produzidos por um Unico
genotipo quando exposto a diferentes condi¢des ambientais (Schlichting & Pigliucci
1998). A variacdo fenotipica de uma caracteristica pode se dar por contribuicdo
ambiental, genética, da interacdo entre esses dois fatores ou, ainda, de ruidos do
desenvolvimento (variacdo aleatoria, ndo explicada por nenhum dos fatores
anteriormente citados). Em uma populacdo de normas de reacdo, plasticidade fenotipica
é entendida como a sensitividade média da caracteristica analisada as modificagcdes do
fator ambiental; a contribuicdo genética € expressa pela média diferenciada entre
genétipos para a caracteristica em questdo; e a interagdo dos dois componentes
anteriormente citados, isto é, a variacdo genética para plasticidade fenotipica, é inferida
a partir da obtencdo de normas de reacdo diferentes para cada genétipo (Whitman &
Agrawal 2009). Desse modo, experimentos de plasticidade fenotipica tém como
condigdes essenciais: controle das condi¢cGes ambientais e algum nivel de amostragem

da variagdo de origem genética da populagéo analisada.



Atualmente parece haver consenso na literatura de biologia evolutiva a respeito
da acdo da selecdo natural sobre a forma das normas de reacdo (Pigliucci 2010,
Futuyma 2011, Rocha & Klaczko 2012). Entretanto, a maior parte dos estudos com
plasticidade fenotipica utiliza dois ou, no maximo, trés ambientes para descri¢do das
normas de reacdo (Rocha & Klaczko 2012). Adicionalmente, os trabalhos que utilizam
uma gama de ambientes frequentemente obtém normas ndo-lineares para as
caracteristicas analisadas (David et al. 2004, Rocha & Klaczko 2012). Desse modo,
parece haver incongruéncia na literatura, segundo a qual, embora se afirme a
importancia da forma das normas de reacdo como alvo de selecdo natural, continua-se a
ndo descrevé-las em sua completude. E por isso que autores como Rocha & Klaczko
(2012) e David et al. (2004) chamam atencdo para a necessidade de melhor descricdo da
forma das normas de reacédo a fim de se avancar no estudo de sua evolucéo.

Um dltimo ponto importante, que deve ser salientado com relacdo as analises
envolvidas no estudo de plasticidade fenotipica, é que plasticidade fenotipica também
pode ser expressa por meio de estimativas de variabilidade de uma determinada
caracteristica (David et al. 2005). J& que um dos pré-requisitos para a atuacao da selecéo
natural é a existéncia de variacdo, a variabilidade populacional das caracteristicas € de
interesse evolutivo. As perguntas que conduzem essa investigacao sao: “A variabilidade
se altera ao longo do gradiente ambiental?”, “Existem linhagens mais varidveis do que
outras ao longo desse gradiente?” (David et al. 1994).

Apesar de Pigliucci (2010) atribuir a plasticidade fenotipica o status de “um dos
fendmenos bioldgicos mais bem estudados na literatura evolutiva”, ainda ha autores
ceticos com relacdo a sua importancia no processo evolutivo (ex. Futuyma 2011).
Devido ao fato de os impactos da plasticidade fenotipica na evolucdo serem, ao que

tudo indica, de natureza diversa, faz-se necessario acumular evidéncias que indiquem



com que frequéncia e sob quais circunstancias essa influéncia ocorre (Wund 2012). S6
entdo serd possivel a identificacdo de padrbes gerais do fendmeno da plasticidade

fenotipica na natureza (Gianoli & Valladares 2012, Wund 2012).

Drosophila como modelo no estudo de plasticidade fenotipica

Moscas do género Drosophila tém sido tradicionalmente utilizadas em estudos
de evolucgéo devido ao seu ciclo de vida curto, facilidade de amostragem, manipulacéo e
criacdo de muitas espécies em laboratorio (Powell 1997). Além disso, elas sdo altamente
diferenciadas espacialmente (David & Capy 1988, Huey et al. 2000, Hoffmann &
Shirriffs 2002, Gilchrist & Huey 2004, Sambucetti et al. 2006) e particularmente
sensiveis a condi¢cbes ambientais (Tidon 2006, Mata et al. 2010, Willi & Hoffmann
2012).

Idealmente, as investigacOes de plasticidade fenotipica devem ser feitas com
individuos geneticamente idénticos, mas, ao contrario de plantas, clones de animais ndo
sdo faceis de se obter (David et al. 2005). Portanto, no caso de drosofilideos, uma
técnica pratica e conveniente tem sido utilizada: a técnica de isolinhagem (David et al.
2005). Isolinhagens correspondem a progénie de uma unica fémea ou de um unico casal
advindos do campo. Apesar de a maior parte das fémeas de drosofilideos coletadas no
campo terem sido inseminadas por mais de um macho (Milkman & Zeitler 1974, Imhof
et al. 1998), observa-se dominancia do esperma do ultimo macho a copular (Simmons
2001). Desse modo, a progénie da Unica fémea ou do Unico casal sera, em quase sua
totalidade, de irmdos, e obtém-se, assim, maior similaridade genética dentro das

isolinhagens do que entre elas (David et al. 2005).



Muitos estudos analisaram plasticidade fenotipica a partir de variagoes
morfométricas em asas de Drosophila (Moreteau et al. 1998, Bitner-Mathé & Klaczko
1999, Debat et al. 2003, Bubliy et al. 2008, Soto et al. 2011, Pitchers et al. 2012). As
asas de drosofilideos sdo bons modelos para esse tipo de andlise por uma serie de
razBes: 1) o padrdo de veias das asas € altamente conservado na familia Drosophilidae,
0 que facilita a identificagdo de marcos anatdmicos homdlogos entre espécies; 2)
detalhes a respeito do seu desenvolvimento em Drosophila sdo bem compreendidos; 3)
a morfologia alar no género é altamente plastica, e normas de reacdo para tamanho da
asa tém sido obtidas para muitas espécies (Debat et al. 2003); 4) elas tém a fungéo ébvia
de possibilitar o voo (uma caracteristica potencialmente adaptativa), sendo, com isso,
um possivel alvo de selecdo natural (Huey et al. 2000, Hoffmann & Shirriffs 2002); e,
por fim, estdo envolvidas no comportamento de corte da maior parte das espécies de
Drosophila (Markow & O’Grady 2005).

O tamanho do térax também é uma caracteristica morfoldégica comumente
analisada nos estudos de plasticidade fenotipica com Drosophila, pois é um bom
estimador do tamanho corporal dessas moscas (David et al. 2006). O tamanho corporal,
por sua vez, € de interesse porque diversos estudos sugerem que ele seja um bom
indicador do valor adaptativo tanto de fémeas (Partridge 1988) quanto de machos
(Partridge 1988, Prasad et al. 2008) de Drosophila, embora essa questdo seja
controversa (Partridge & Fowler 1993, Markow et al. 1996, Nunney & Cheung 1997,
Menezes et al. 2013).

Uma outra caracteristica comumente analisada nesse género de moscas, que
deriva da analise dos tamanhos da asa e do torax, é a chamada razéo asa:térax, que diz
respeito a razdo do tamanho da asa pelo tamanho do torax. Essa caracteristica € bastante

interessante, pois é preditora da carga alar da mosca (Péetavy et al. 1997).



Dentro da area da aerodindmica, uma questdo crucial para a analise do
desempenho de voo estd no peso que um par de asas pode suportar (Tennekes 2009).
Essa questdo depende de uma série de fatores: area das asas, velocidade do voo,
densidade do ar e angulo das asas em relagdo a direcdo do voo (Tennekes 2009). A
carga alar diz respeito a esse primeiro fator, isto é, & area das asas suportando um
determinado peso corporal. A medida de peso corporal pode ser substituida pela massa
corporal e, assim, obtém-se a seguinte equacdo para a carga alar: carga alar = massa
corporal / rea das asas (Starmer & Wolf 1989). Pétavy et al. (1997) validaram a razéo
asa:térax como sendo inversamente proporcional a carga alar de Drosophila. Desse
modo, a razdo asa:torax tornou-se uma preditora conveniente da carga alar, ja que é
mais simples de se medir do que esta Gltima (Pétavy et al. 1997, Hoffmann et al. 2007).

ObservacgOes de gradientes latitudinais para a razdo asa:térax (Azevedo et al.
1998, Karan et al. 1998, Gilchrist & Huey 2004, Liefting et al. 2009), associados a
observacdo de normas de reacdo monotonicamente decrescentes com 0 aumento da
temperatura de desenvolvimento em laboratério (Pétavy et al. 1997, Karan et al. 1999a,
Haerty et al. 2003, David et al. 2006, Chakir et al. 2011), fazem crer que essa razao seja
alvo de selecdo natural, ja que estd diretamente associada a capacidade de voo. Desse
modo, a carga alar de diferentes espécies de Drosophila seria evolutivamente ajustada
as condicdes térmicas do seu local de desenvolvimento (Pétavy et al. 1997, Frazier et al.
2008).

O estudo de plasticidade fenotipica sob uma perspectiva de evolucdo de normas
de reacdo de caracteristicas morfologicas tem sido tradicionalmente realizado por um
grupo de pesquisa da Franca, liderado pelo Prof. Dr. Jean Robert David, utilizando

como organismos-modelo espécies do género Drosophila. David et al. (2004)



propuseram que o conjunto de dados acumulados pelo grupo dentro dessa linha de

pesquisa servisse como uma referéncia geral denominada de “o paradigma Drosophila”.

O modelo deste estudo: Drosophila cardini

Drosophila cardini € uma espécie que pertence ao grupo D. cardini do
subgénero Drosophila, o qual é composto por 16 espécies, todas predominantemente
Neotropicais em distribuicdo (Markow & O'Grady 2006). Esse grupo tem sido muito
estudado por suas variacdes caracteristicas de coloracdo do abddémen (Brisson et al.
2006, Markow & O'Grady 2006), entretanto, até onde se sabe, este € o primeiro trabalho
a analisar a plasticidade fenotipica de caracteristicas morfologicas de D. cardini.

D. cardini é uma espécie de ampla distribui¢do, que ocupa a América do Sul, as
ilhas do Caribe e parte da América do Norte (Brake & Béchli 2008), apresentando
recentemente novos registros em ilhas do Havai (Estados Unidos) (Leblanc et al. 2009).
E encontrada em regides savanicas em elevada abundancia, regides semi-aridas e matas
de galeria (Vilela et al. 2002, Mata 2007, Mata & Tidon 2013).

A populacdo de D. cardini utilizada neste estudo foi coletada no Cerrado, um
bioma caracterizado por um mosaico de fitofisionomias vegetais, em que predomina a
vegetacdo savanica, mas que também possui formacdes florestais como matas de galeria
(Marinho-Filho et al. 2010). Além da variacdo espacial, o Cerrado também é marcado
por forte sazonalidade, apresentando duas estacdes bem definidas: a chuvosa (novembro
— marcgo) e a seca (maio — setembro). As temperaturas médias maximas e minimas séo
de cerca de 28 e 17°C para a estagdo chuvosa e de 28 e 12°C para a seca. D. cardini,

como a maior parte dos outros drosofilideos presentes no Cerrado, apresenta pico
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populacional na estacdo chuvosa, quando os recursos para cria¢do larval sdo abundantes

(Tidon 2006, Valad&o et al. 2010, Roque et al. 2013, Valaddo 2013).
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2. Objetivos

Nesta dissertacdo é abordada a plasticidade fenotipica de quatro caracteristicas
morfoldgicas de Drosophila cardini: tamanho e forma da asa, tamanho do torax e razéo
asa:térax. Os objetivos especificos deste estudo séo:

1. Investigar a presenca de plasticidade fenotipica em cinco temperaturas de
desenvolvimento;

2. quantificar a contribuicdo de outras fontes de variagdo (isto é, as relativas ao genotipo
e a interacdo gendtipo X temperatura) visando principalmente avaliar a contribuicdo
relativa da temperatura como fator explicativo da variacdo observada;

3. tracar normas de reacdo médias e descrever a sua forma para as caracteristicas de
tamanho e para a razao asa:torax;

4. investigar, em carater exploratério, a variabilidade populacional de todas as

caracteristicas analisadas nas diferentes temperaturas de desenvolvimento.
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3. Materiais e métodos

3.1. Estabelecimento de isolinhagens e desenho experimental

O experimento de plasticidade fenotipica foi realizado pela técnica de
isolinhagem (David et al. 2005). Para fundar as isolinhagens de D. cardini, foi realizada

uma coleta no més de abril de 2013 em areas de cerrado sensu stricto da Reserva

Ecolégica do IBGE, localizada 26 km ao sul de Brasilia (15°56'S, 47953'W). Os
individuos capturados foram entdo triados para a presenca de D. cardini ou de sua
espécie criptica, Drosophila cardinoides, utilizando, para tanto, uma chave dicotdmica
(Freire-Maia & Pavan 1949). Casais foram formados e mantidos a 25°C, sendo
transferidos de meio de cultura a cada trés dias para evitar elevada densidade larval. A
primeira geracdo nascida em laboratério (F1) de cada linhagem foi endocruzada e, por
ocasido da eclosdo da segunda geracdo de laboratério (F2), um macho de cada linhagem
foi usado para a determinacdo da espécie, mediante a analise de sua genitélia (Vilela et
al. 2002). Quinze linhagens de D. cardini foram entéo utilizadas no experimento.
Visando ao estabelecimento de réplicas, foram separados pelo menos dois
grupos de 10 casais de cada linhagem (um grupo por frasco) para que as fémeas
ovipositassem a 25°C em meio de cultura com &acido propibnico por cerca de 24h.
Outras condicBes ambientais também foram padronizadas entre os grupos de casais,
como a quantidade de meio de cultura e o espago livre nos frascos. Vinte ovos
visualmente sadios por linhagem e por réplica foram transferidos para frascos contendo
20 ml de meio de cultura de fubd que, a medida em que eram completados, eram
distribuidos sequencialmente a um de cinco tratamentos: 14°C, 17°C, 21°C, 25°C ou
28°C. Um total de 60 ovos por linhagem e por réplica foi colocado em cada tratamento
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(trés frascos de 20 ovos cada). Foram entdo coletados 300 ovos por linhagem e por
réplica (60 ovos X 5 tratamentos).

Para a manutengédo dos tratamentos constantes de temperatura foram utilizadas
estufas BOD, que os mantinham com uma margem de erro de cerca de £0,5°C. Dentro
das diferentes estufas, a umidade manteve-se aproximadamente a mesma e, para evitar
qualquer efeito de microclima, as bandejas com frascos foram alternadas de prateleira
uma vez por dia até o final do experimento.

Os adultos emergidos em cada tratamento foram retirados das estufas
diariamente, transferidos para frascos com meio de cultura novo e mantidos vivos a
21°C por alguns dias. Eles foram, entdo, mortos com éter e cerca de 10 fémeas por
linhagem, por réplica e por tratamento foram analisadas. Em todas as etapas do

experimento as moscas vivas foram mantidas sob um regime de fotoperiodo de 12h/12h.

3.2. Anadlise das caracteristicas morfoldgicas

As fémeas tiveram seu abdémen retirado (para andlises que ndo fazem parte do
escopo do presente trabalho) e foram conservadas em alcool 70% a -22°C. Suas asas
foram retiradas para a confeccdo de laminas, que posteriormente foram fotografadas
com uma camera acoplada a estereomicroscépio (Leica MZ16). O térax, imerso em
agua, foi posicionado em sua lateral esquerda e fotografado com o mesmo equipamento.

Quatro medidas foram entdo tomadas: o tamanho do torax, o tamanho e a forma
da asa esquerda e a raz&o asa:torax, entendida como o tamanho da asa dividido pelo

tamanho do torax (Hoffmann et al. 2007, Liefting et al. 2009).
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Medicao do torax

O tamanho de cada térax foi estimado pelo seu comprimento, tendo sido este
medido nas fotos em ordem aleatdria, de modo a distribuir o erro inerente & medigéo
uniformemente entre as linhagens, as réplicas e os tratamentos. A medida foi tomada da
cerda humeral mais anterior a ponta do escutelo (James et al. 1997, Hoffmann et al.
2007, Liefting et al. 2009) (Fig. 1) no programa LAS 3.8.0 (Leica 2003-2011).
Posteriormente houve a correcdo das medidas, j& que um teste feito com lamina
milimetrada indicou que 0,5 mm medidos no programa correspondiam a 0,34 mm reais.

Devido a tridimensionalidade do térax e a consequente maior dificuldade de se
padronizar o seu posicionamento entre os individuos para se evitar um possivel viés na
medicdo, foi realizado um teste de repetibilidade para a caracteristica de tamanho do
torax. Trinta individuos da amostra foram selecionados aleatoriamente entre as
linhagens, réplicas e tratamentos e renumerados de um a trinta. Eles foram fotografados
trés vezes em ordens e dias diferentes, e a medicdo foi entdo realizada. O calculo de
repetibilidade das medidas seguiu a metodologia proposta por Lessells & Boag (1987),

e as medidas repetidas mostraram-se altamente correlacionadas (r > 0,98).
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Fig. 1. Medicdo do comprimento do toérax de D. cardini realizada, em sua lateral
esquerda, da cerda humeral mais anterior a ponta do escutelo.

Medicao da asa

Tamanho e forma das asas dos individuos foram estimados pela técnica de
morfometria geométrica (Rohlf & Marcus 1993). Para tanto, as fotos das asas esquerdas
foram exportadas em ordem aleat6ria (pelos mesmos motivos acima apresentados) para
0 programa tpsDig 2.16 (Rohlf 2010a), e 13 marcos anatdbmicos do Tipo 1 (Bookstein

1991) foram posicionados em interse¢des e terminagdes de veias de cada asa (Fig. 2).
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Fig. 2. Asa esquerda de D. cardini com os 13 marcos anatdmicos utilizados no
presente estudo.

As configuragdes de marcos anatdmicos das asas foram entdo sobrepostas a
configuracdo-consenso (isto é, a média das configuracdes) por meio da Analise
Generalizada de Procrustes (GPA) (Rohlf & Slice 1990, Bookstein 1991, Dryden &
Mardia 1998). Esse procedimento foi realizado com o programa tpsRelw 1.49 (Rohlf
2010b) e consiste de trés passos: (1) escalonamento, segundo o qual é retirado o efeito
de tamanho das configuracfes de marcos anatdmicos escalonando-as a um tamanho de
centroide (isto €, a raiz quadrada da soma das distancias quadradas dos marcos
anatdmicos ao centroide, ou centro de massa) unitario; (2) translacdo, segundo a qual
todas as configuracBes, a partir de seus proprios centroides, sdo sobrepostas pelo
centroide da configuracdo-consenso; e (3) rotacdo, quando as configuracdes de marcos
anatdmicos sdo rotacionadas em torno dos seus centroides sobrepostos de forma a
minimizar as distancias entre 0os marcos anatdbmicos de cada configuracdo. Esse
procedimento fornece dois dados principais: o tamanho do centroide de cada asa,
entendido como uma medida de tamanho da asa independente da sua forma (Zelditch et
al. 2004); e coordenadas de forma das asas, sobre as quais uma analise subsequente
(andlise de relative warps) é aplicada para visualizagdo das mudangas mais tipicas na

forma (a partir da configuracdo-consenso) e ordenacdo dos espécimes de acordo com
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essas mudancas. Assim, a morfometria geométrica permite a independéncia de duas
informagdes morfoldgicas frequentemente correlacionadas, o tamanho e a forma das
asas.

A andlise de relative warps baseia-se em uma funcéo (a funcdo de thin-plate
splines) aplicada as coordenadas X,y dos marcos anatdmicos de cada espécime alinhado.
Essa funcdo verifica variagdo entre os espécimes em termos de uma matriz de gasto de
energia, isto €, uma matriz da energia que precisa ser despendida para a transformacéo
da configuragdo-consenso em cada uma das configuracgdes digitalizadas. O produto final
dessa analise € um conjunto de componentes principais, denominados relative warps
(Rohlf 1993), que descrevem completamente qualquer mudanca na forma (Zelditch et
al. 2004) e, portanto, correspondem as variaveis de forma utilizadas nas analises
estatisticas. O nudmero de relative warps gerados corresponde ao numero de
coordenadas x,y digitalizadas menos quatro graus de liberdade (referentes a retirada dos
efeitos de tamanho, de posicédo ao longo dos dois eixos perpendiculares e de orientagdo
das configuracGes de marcos anatdmicos). Desse modo, o nimero de relative warps
produzidos no presente estudo foi de 22 (segundo a férmula 2K-4, em que K = 13

marcos anatomicos selecionados).

3.3. Tratamento estatistico

Em razdo do baixo nimero amostral de fémeas emergidas (n < 8) em diversas
réplicas, principalmente nas temperaturas extremas, as réplicas de cada linhagem foram
agrupadas para proceder as analises estatisticas. Sabe-se que esse procedimento pode

causar um viés na analise, mas este deve ser minimo, ja que os adultos que geraram a F3
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(isto é, as moscas submetidas aos tratamentos térmicos) sdo netos da mesma avoé e sdo
resultado do endocruzamento de uma geracéo, a F1. Além disso, pelo fato de o conjunto
de dados ser desbalanceado (principalmente em razdo da baixissima taxa de eclosdo de
adultos a 14°C), a soma dos quadrados das Analises de Variancia realizadas foi definida
como sendo do Tipo IIl, o qual é o mais indicado para conjuntos de dados
desbalanceados (Quinn & Keough 2002). Os testes DHS de Tukey também foram
realizados em sua versdo modificada, destinada a conjuntos de dados desbalanceados
(StatSoft 2005).

Todas as analises estatisticas e graficos foram feitos no programa STATISTICA

versdo 7.1 (StatSoft 2005).

Tamanhos da asa e do torax

As variacdes observadas nos tamanhos da asa e do térax e na razdo asa:torax
foram avaliadas como possiveis efeitos das temperaturas, das linhagens e da interacédo
temperatura X linhagem. Esses efeitos foram estimados pela Analise de Variancia
(ANOVA), utilizando o delineamento misto, no qual temperatura foi tratada como um
fator fixo e linhagem e a interacdo temperatura X linhagem, como fatores aleatérios.
Foram, entdo, tracadas normas de reacdo e realizados testes DHS de Tukey para
verificacdo a posteriori das diferencas entre os pares de temperaturas.

A andlise da forma das normas de reacdo médias foi realizada ajustando-se aos
dados de tamanho da asa, tamanho do térax e razdo asa:térax polindmios de grau
crescente (Rocha & Klaczko 2012), do primeiro ao terceiro graus. O ajuste foi realizado
por meio do procedimento padrdo de ajuste de curvas: regressao multipla da variavel
dependente pela variavel independente elevada a poténcia um, elevada as poténcias um

e dois e, por fim, elevada as poténcias um, dois e trés (Sokal & Rohlf 1995, Zar 1999).
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Esse procedimento visa identificar quais varidveis independentes aumentam
significativamente o coeficiente de determinacéo (R?), o que, por sua vez, pode indicar o
modelo que melhor se ajusta aos dados. Para testar se a adi¢do de um termo, seja este o
quadrético ou o cubico, leva a esse aumento significativo, foi calculada a estatistica-F a
partir dos resultados de uma ANOVA efetuada no procedimento de regressdo multipla
(StatSoft 2005). O valor de F foi calculado segundo Rocha & Klaczko (2012) — em que
SQ é a soma dos quadrados, QM é o quadrado médio, os graus de liberdade do
numerador correspondem a 1 e os do denominador correspondem aos graus de liberdade

residuais do modelo de maior grau:

P ( SQ da regressao para o modelo de maior grau) - (SQ da regressdo para o modelo de menor grau)

QM residual para o modelo de maior grau

O ajuste polinomial da norma de reagéo, entretanto, ndo deve levar em conta
apenas o crescente coeficiente de determinagéo, que tende inevitavelmente a se elevar
com o aumento do grau do polinémio ajustado (David et al. 2006). Isso ocorre porque é
mais dificil interpretar a significancia biolégica das normas de reacdo ajustadas a
polinémios de quarto grau em diante (David et al. 2006). Desse modo, foram calculados
valores caracteristicos das normas de reacdo significativamente melhor ajustadas aos
polindmios de segundo e terceiro graus, que sdo: o valor maximo da caracteristica
analisada (VM) e a temperatura em que a caracteristica atinge esse valor maximo
(TVM) (David et al. 1997, David et al. 2006). O objetivo desse célculo foi verificar a
plausibilidade dos valores caracteristicos com base nas normas de reagdo obtidas e na
biologia da espécie analisada para validar ou ndo o ajuste indicado na analise dos
coeficientes de determinacdo. A estimativa do VM e da TVM para as normas de reacao

ajustadas ao segundo grau foi realizada utilizando o procedimento ndo-linear de
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estimacdo (StatSoft 2005, David et al. 2006). J& para as normas ajustadas ao terceiro
grau, essa mesma estimativa foi realizada por meio das seguintes equac6es (David et al.

1997):

g2+ g22 - 3g1g3)

TVM =
_3g3

VM =g, +g TMV + g, TMV?+ g TMV?,

em gque TVM ¢ a temperatura do valor maximo; VM ¢é o valor maximo; € go, g1, g2 € U3
sdo os coeficientes polinomiais calculados pelo procedimento de regressao multipla
(StatSoft 2005).

A matriz de dados utilizada para os ajustes polinomiais correspondeu aos valores
médios da caracteristica analisada em cada temperatura, ja que os ajustes utilizando a
matriz total costumam fornecer coeficientes de determinacdo mais baixos (David et al.

2006), o que também foi observado no presente estudo.

Forma da asa

As variagdes na forma da asa foram avaliadas como possiveis efeitos das
temperaturas, das linhagens e da interacdo temperatura X linhagem pela Anélise de
Variancia Multivariada (MANOVA). Para tanto, as variaveis dependentes foram
definidas como os 22 relative warps gerados pela técnica de morfometria geométrica.
ANOVASs mistas também foram realizadas para os dois primeiros relative warps (RW1
e RW2), isto ¢, aqueles que explicam a maior parte da variacdo observada. Neste caso, a
temperatura foi tratada como um fator fixo, e linhagem e a interacdo temperatura-

linhagem como fatores aleatdrios.
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Dado que alometria é frequentemente observada em asas de insetos (Stern &
Emlen 1999, Debat et al. 2003), faz-se necessario retirar o efeito do tamanho sobre a
variacdo de forma das asas. Por isso, foi inicialmente realizada uma regresséo
multivariada das varidveis de forma pelo tamanho do centroide utilizando o programa
tpsRegr 1.40 (Rohlf 2011), a qual foi testada pelo teste F de Goodall, com 10.000
permutacOes aleatdrias (Monteiro 1999). Associado a essa analise, foram geradas grades
de deformacéo pelo programa tpsRegr 1.40 (Rohlf 2011) para observagédo da variagdo
alométrica de forma das asas. A Analise de Covariancia Multivariada (MANCOVA)
com os 22 relative warps, assumindo o tamanho do centroide como covariével, foi
utilizada para verificar se os resultados da MANOVA anteriormente realizada tinham se
alterado apds ter sido retirada, das varidveis de forma, toda e qualquer influéncia do
tamanho das asas, isto &, apds apenas a forma ndo-alométrica das asas ter sido avaliada.
Anélises de Covariancia (ANCOVAs) mistas para RW1 e RW2 também foram
realizadas, definindo-se fatores fixos e aleatdrios do mesmo modo anteriormente
descrito para as ANOVAs mistas. Um teste DHS de Tukey foi realizado a posteriori
para RW1 e RW2 com o objetivo de verificar diferencas entre os pares de temperaturas.

Por fim, com o intuito de observar possiveis agrupamentos de individuos nas
diferentes temperaturas, foi feito um grafico de dispersdo do RW1 pelo RW2, e testes
DHS de Tukey foram realizados a posteriori para contrastar os pares de temperaturas.
Além disso, grades de deformacdo geradas pela analise de morfometria geométrica
foram utilizadas para observacdo da mudanca de forma da asa (em relacdo a média)

associada a escores extremos tanto de RW1 quanto de RW2,
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Analise exploratdria da variabilidade populacional

Esta andlise foi aplicada as quatro caracteristicas avaliadas no presente trabalho.
A variabilidade populacional foi estimada pelo coeficiente de variagédo (CV), o qual
permite comparar caracteristicas com variancias distintas por ser uma medida relativa
(David et al. 1994, David et al. 2006). O CV foi calculado em cada linhagem e
temperatura para tamanho da asa, tamanho do torax, razdo asa:torax, RW1 e RW2,
sendo que para estes dois Ultimos foi utilizado o médulo da medida.

Esses dados foram submetidos a ANOVA de um fator para avaliar o efeito da
temperatura sobre as diferencas de variabilidade média na populacdo. O teste DHS de
Tukey foi utilizado a posteriori para contrastar os pares de temperatura.

Devido ao fato de ndo haver réplicas das linhagens (pois, como anteriormente
explicado, elas foram agrupadas em uma Unica amostra em razdo do baixo ndmero
amostral), ndo foi possivel testar o efeito da interacdo temperatura X linhagem para 0s
CVs com uma ANOVA fatorial, a qual indicaria se ha ou ndo variabilidade diferencial
entre linhagens ao longo do gradiente térmico. Optou-se, desse modo, por tracar, para
cada linhagem, normas de reacdo dos CVs das caracteristicas listadas pela temperatura
de desenvolvimento e tentar ajusta-las aos modelos linear, quadratico ou cubico (do
mesmo modo descrito no item Tamanhos da asa e do tdrax). A existéncia de variacao
no ajuste entre as linhagens foi interpretada como uma demonstracdo da existéncia de

variabilidade diferencial entre elas.
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4. Resultados

Foram analisadas 808 fémeas de D. cardini, distribuidas entre as diferentes
linhagens e temperaturas (Tabela 1). O baixo numero de individuos a 14°C deveu-se,
sobretudo, a baixissima taxa de eclosdo de adultos nesse tratamento. Cinco linhagens
foram retiradas das analises estatisticas envolvendo asa porque ndo produziram
amostras analisdveis a 14°C (além da baixa taxa de eclosdo, foram observados
individuos com asas quebradas ou veias incompletas). Desse modo, restaram dez
linhagens para as analises com asas. Da mesma forma, trés linhagens foram eliminadas
das analises de torax (também devido a baixa taxa de eclosdo associada a presenca de

anomalias), restando, portanto, 12 linhagens para essas analises.

4.1. Tamanhos da asa e do térax

Fontes de variacdo

A temperatura foi a principal fonte de variacdo para os tamanhos da asa e do
torax e para a razdo asa:torax, confirmando, portanto, a presenca de plasticidade
fenotipica nessas caracteristicas (Tabela 2). A heterogeneidade genética (representada
pela fonte de variagdo “linhagem”) também foi significativa, mas apenas para o
tamanho da asa e sua relagdo com o torax (Tabela 2). Essa alta significancia deveu-se a
diferenca de varias linhagens entre si (resultados ndo apresentados). Ja a interacdo
temperatura X linhagem foi significativa para os tamanhos da asa e do torax (Tabela 2),
0 que indica que, para essas caracteristicas, as normas de reacdo das diferentes

linhagens ndo sdo paralelas, isto é, exibem diferentes formas, entrecruzando-se (Fig. 3).
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Tabela 1. Numero de individuos de D. cardini analisados para tamanho do torax
(Térax), tamanho e forma das asas (Asa) e razdo asa:térax (Razdo) em cada
linhagem e temperatura experimental (°C).

Temperatura Linhagem Total

3 4 9 10 12 14 15 16 17 18 21 22

Térax 14 2 3 2 5 2 9 6 3 4 4 3 5 48
(n=792) 17 12 13 13 12 10 15 16 11 17 15 19 20 173
21 18 24 20 21 14 20 18 16 19 21 19 15 225
25 16 25 26 13 12 10 21 30 14 9 20 20 216
28 6 16 7 9 9 11 11 16 12 5 13 15 130
Asa 14 3 2 3 — 6 3 2 5 3 2 2 31
(n=639) 17 — 13 13 12 — 14 16 11 17 14 13 21 144
21 23 16 19 — 20 17 17 19 20 20 15 186
25 24 23 13 — 10 20 27 13 8 20 20 178
28 15 4 8 — 10 10 15 9 5 10 14 100
Raz#o 14 3 2 3 — 6 3 2 4 3 2 2 30
(n=623) 17 — 13 13 11 — 14 16 9 16 14 12 20 138
21 23 16 19 — 20 17 15 19 20 19 15 183
25 23 23 12 — 10 20 27 13 8 20 20 176
28 12 4 8 — 10 10 15 9 5 9 14 9
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Tabela 2. Anélise de Variancia para tamanho da asa (Asa), tamanho do térax (Térax) e
razdo asa:torax (Razdo) de D. cardini procedentes de diferentes linhagens e

temperaturas de desenvolvimento.

Fonte de variacao g.l. QM F P
Asa Temperatura 4 4835 307,7 <0,001
Linhagem 9 0,029 2,2 0,037
Temperatura X Linhagem 36 0,016 1,9 0,002
Erro 589 0,009
Torax Temperatura 4 0,469 129,6 <0,001
Linhagem 11 0,005 1,7 0,102
Temperatura X Linhagem 44 0,004 2,3 < 0,001
Erro 732 0,002
Razao Temperatura 4 0,543 120,8 <0,001
Linhagem 9 0,019 4,4 < 0,001
Temperatura X Linhagem 36 0,005 1,1 0,289
Erro 573 0,004
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de desenvolvimento.
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Normas de reagao

Todas as normas de reacdo médias obtidas foram responsivas (Fig. 4),
confirmando o forte efeito da temperatura sobre os tamanhos da asa e do torax, e a razéo
entre eles, em D. cardini. Assim, reafirma-se a existéncia de plasticidade em resposta a
temperatura para as caracteristicas analisadas.

As normas de reacdo para o tamanho da asa e o do térax foram céncavas e com
um maximo em torno de 17°C (Fig. 4). Acima dessa temperatura, observou-se
acentuado declinio no valor de ambas as caracteristicas. Para tamanho do térax,
entretanto, o declinio, quando a temperatura decresceu de 17 para 14°C, foi tdo
pronunciado (Fig. 4) que as moscas emergidas a 14 e 25°C ndo apresentaram diferencga
significativa entre si para essa caracteristica (Tukey: P = 0,790). A razdo asa:torax, por
sua vez, apresentou uma norma de reacdo que decresce monotonamente de 14 a 28°C
(Fig. 4). Na anéalise da forma dessas normas de reacdo, o0 aumento do Rz acompanhou o0

aumento do grau do polindmio ajustado (Tabela 3), conforme esperado.
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Tabela 3. Coeficientes de determinagdo (R?) resultantes do ajuste de trés modelos
(linear, quadrético e cubico) as médias dos dados de tamanho da asa (Asa),
tamanho do tdérax (Térax) e razdo asa:itorax (Razdo) nas diferentes
temperaturas de desenvolvimento.

R2
Caracteristica  Modelo Modelo Modelo
linear quadratico cubico
Asa 0,843* 0,989* 0,992
Torax 0,474 0,947 0,973
Razao 0,972** 0,978* 0,999**

*<0,05, **<0,01

Para o tamanho da asa, 0 modelo cubico ndo gerou um valor de R? significativo
(Tabela 3) e, portanto, testou-se o0 ajuste ap0s a adicdo do termo quadratico. O R2
gerado pelo ajuste quadratico foi significativamente maior em relagdo aquele gerado
pelo ajuste linear (F = 26,03, g.l. = 2, P < 0.05) e, assim, os valores caracteristicos
“VM” e “TVM” foram calculados. Os valores obtidos foram plausiveis e de
variabilidade ndo muito alta (Tabela 4) e, com isso, pode-se assumir a forma da norma
de reagdo do tamanho da asa como quadrética (Fig. 5).

Para o tamanho do tdrax, nenhum ajuste mostrou-se estatisticamente
significativo (Tabela 3). Entretanto, considerando-se que o R2 do ajuste quadratico foi
marginalmente significativo (F = 17,86, g.I. = 2, P = 0,053), 0 VM e a TVM foram
calculados. Suas estimativas plausiveis e de baixa variabilidade (Tabela 4)
corroboraram a forma quadréatica da norma de reacdo, embora 0 ajuste ndo tenha sido
ideal (Fig. 5).

Para a raz&o asa:torax, por fim, todos os R? foram significativos (Tabela 3). A
adicdo do termo cubico tornou o ajuste significativamente melhor (F = 776,00, g.I. = 1,

P < 0,025), 0 que j& ndo aconteceu com a adi¢do do termo quadréatico (F = 0,52, g.l. = 2,
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P > 0,10). Com isso, 0 VM e a TMV foram calculados para a norma de reagéo cubica,
entretanto esse calculo mostrou-se matematicamente impossivel dentro do conjunto dos
nameros reais por gerar uma raiz de um ndmero negativo. Assim, rejeitou-se o ajuste
cubico assumindo-se o ajuste linear, que também gerou um R? alto e significativo
(Tabela 3 e Fig. 5).

No Anexo (Tabela Al), encontram-se as estimativas dos pardmetros dos

modelos que forneceram os melhores ajustes para as trés caracteristicas analisadas.

Tabela 4. Estimativa dos valores caracteristicos das normas de reacdo quadraticas de
tamanho da asa (Asa) e tamanho do torax (Térax), seguida do seu erro padrdo
(e.p.) e do coeficiente de variacdo (CV). VM: valor méximo. TVM:
temperatura do valor méaximo.

Valor caracteristico Média  e.p. CVv

Asa VM 3,21 0,020 1,42
TVM 16,36 0,984 1345

Torax VM 1,20 0,013 2,42
TVM 19,07 0,646 7,57
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Fig. 5. Ajustes das normas de reagdo médias de tamanho do centroide, comprimento do térax e razdo asa:torax pela temperatura de
desenvolvimento. O modelo utilizado para tamanho do centroide e comprimento do térax foi o quadréatico e, para a razdo
asa:térax, foi o linear. As curvas pontilhadas correspondem as normas de reacdo médias, e as curvas cheias correspondem as
curvas ajustadas. As barras verticais sao os intervalos de confianca de 95%.
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4.2. Forma da asa

Fontes de variacao

A temperatura foi a principal fonte de variacdo também para a forma da asa

(Tabela 5). Todas as fontes de variacdo, contudo, mostraram-se altamente significativas,

havendo, portanto, tanto influéncia do ambiente, quanto do gendtipo e da interacédo entre

os dois na producdo das diferencas de forma da asa. Quando se analisou as ANOVAS

para os dois primeiros relative warps, ou seja, as variaveis de forma que explicam a

maior parte da variacdo (RW1 explica 25,69% e RW2, 19,91% da variacdo de forma),

observou-se de modo mais claro a preponderancia da temperatura como fonte de

variacdo dos dados (Tabela 6).

Tabela 5. Anélise de Variancia Multivariada (MANOVA) e Anélise de Covariancia
Multivariada (MANCOVA) realizadas com as 22 variaveis de forma da asa
de D. cardini procedentes de diferentes linhagens e temperaturas de

desenvolvimento.

Fonte de variagéo Wilk F gl. Errog.l P
MANOVA Temperatura 0,08 2253 88 2248,5 < 0,001
Linhagem 0,03 12,00 198 47714 < 0,001
Temperatura X Linhagem 0,12 163 792 10799,5 <0,001
MANCOVA Temperatura 0,19 1359 88 2244.6 < 0,001
Linhagem 0,03 12,19 198  4763,0 < 0,001
Temperatura X Linhagem 0,12 165 792 10780,7 <0,001
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Tabela 6. Andlise de Variancia para as duas primeiras variaveis de forma da asa (RW1
e RW2) de D. cardini procedentes de diferentes linhagens e temperaturas de
desenvolvimento.

Fonte de variacao gl. QM F P
RW1 Temperatura 40,0053 45,58 <0,001
Linhagem 9 10,0010 10,07 <0,001

Temperatura X Linhagem 36 0,0001 2,08 <0,001

Erro 589 0,0001
RW?2 Temperatura 4 0,0041 57,04 <0,001
Linhagem 9 0,000 14,23 < 0,001

Temperatura X Linhagem 36 0,0001 1,43 0,051
Erro 589 0,0001

Pela regressdo multivariada, obteve-se um grau de variacdo da forma da asa
associada ao componente alométrico (tamanho do centroide) de 6,44% (teste de
Goodall: F = 59,89, df = 22,19, P < 0,001). Essa porcentagem pode ser considerada
baixa, mesmo porque grades de deformacdo mostrando a variacdo do componente
alométrico da forma entre os espécimes localizados nos extremos opostos de tamanho
da asa alteraram-se de forma quase imperceptivel (resultados ndo apresentados).

A MANCOVA mostrou que ndo houve alteracdo em relacio a MANOVA
anteriormente realizada quanto a significancia das fontes de variacdo testadas para
forma da asa (Tabela 5). Além disso, a temperatura também se manteve como o fator
preponderante de explicacdo da variacdo nos dados tanto na MANCOVA (Tabela 5)
guanto nas ANOVAs para 0 RW1 e o RW2 (resultados ndo apresentados). O resultado
do teste de Tukey realizado ap6s a MANCOVA também n&o apresentou diferenca em

relacdo aquele realizado na MANOVA (resultado ndo apresentado).
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Influéncia da temperatura

Tracando o gréafico dos escores do RW1 contra os do RW2 agrupados por
temperatura de desenvolvimento, obteve-se ao longo do eixo das abscissas (RW1) um
gradiente de 14 a 21°C em direcdo a escores positivos (Fig. 6). O teste de Tukey
confirmou a existéncia de diferengas significativas (P < 0,001) entre todos os pares de
temperaturas contrastadas com excecdo de 25 e 28°C (resultados ndo apresentados).
Também foi observado um gradiente em direcdo a escores positivos no eixo das
ordenadas (RW2), porém menos evidente do que o obtido para 0 RW1 (Fig. 6). O teste
de Tukey corroborou essa menor definicdo do gradiente do RW2, mostrando que 0s
espécimes emergidos a 21 e a 25°C ndo diferiram significativamente daqueles
emergidos a 28°C (resultados nédo apresentados).

Grades de deformacdo revelaram o tipo de mudanca de forma associada a
escores extremos das duas primeiras variaveis de forma (Fig. 6). Em relacdo a RW1, a
mudanca de forma entre escores extremos positivos e negativos esteve associada
principalmente a posicdo de marcos anatbmicos internos da asa (2, 3, 4 e 5),
correspondentes a posicao das veias transversais, e de marcos periféricos (6 e 9). Asas
de escores mais negativos apresentaram esses marcos internos mais proximos da por¢édo
proximal da asa, enquanto que aquelas de escores mais positivos 0s apresentaram mais
préximos da porcédo distal (Fig. 6). A mudanca de posi¢cdo dos marcos 6 e 9, por sua
vez, trouxe como consequéncia asas de escores mais negativos ligeiramente mais
arredondadas em comparacdo com aquelas de escores mais positivos, que se mostraram
ligeiramente mais alongadas (Fig. 6). Entretanto, essa diferenciagdo de asas
arredondadas versus asas alongadas é mais pronunciada ao longo do eixo “RW2”. Nele,

a diferenca de forma deu-se principalmente pela mudanca de posicdo de marcos

35



anatdmicos periféricos (6, 7, 8 e 9), tornando arredondadas asas de escores mais

negativos e alongadas asas de escores mais positivos (Fig. 6).
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Fig. 6. Grafico de dispersdo das duas primeiras varidveis de forma da asa (RW1 e RW2). Cada ponto colorido representa um
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4.3. Andlise exploratoria da variabilidade populacional

Foi detectada uma diferenca significativa de variabilidade média ao longo do
gradiente térmico sobre os CVs apenas para 0 RW1 (Tabela 7). O teste de Tukey
revelou que a 25°C o CV ¢ significativamente maior do que a 14°C (P = 0,034). As
médias do CV do RWL1 nas diferentes temperaturas de desenvolvimento estdo
apresentadas na Fig. 7. O ajuste quadratico dessa norma de reacédo foi possivel, gerando
um Rz significativo de 0,980 e melhorando significativamente o ajuste aos dados (F =
64,67, gl = 2, P < 0,025). Aléem disso, os valores caracteristicos foram plausiveis (VM =

2,18+0,11e TVM = 22,41 + 0,30°C).

Tabela 7. Andlise de Variancia para os coeficientes de variacdo (CVs) de tamanho do
centroide (Asa - centroide), RW1 (Asa— RW1), RW2 (Asa — RW2), tamanho
do torax (Térax) e razdo asa:térax (Razdo) de D. cardini procedentes de
diferentes linhagens e temperaturas de desenvolvimento.

Fonte de variacdo g.l. QM F P

Asa - centroide Temperatura 4 2,1 1,76 0,155
Erro 45 1,2

Asa - RW1 Temperatura 4 54 2,85 0,034
Erro 45 1,9

Asa - RW2 Temperatura 4 11386 1,00 0,418

Erro 45 1140,6

Torax Temperatura 4 1,6 1,48 0,222
Erro 55 1,1

Razao Temperatura 4 1,1 1,45 0,232
Erro 45 0,8
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Das dez linhagens que tiveram o tamanho da asa estimado e analisado, foi
possivel ajustar a norma de reacdo do CV de apenas trés (Tabela 8). Nas demais, 0
ajuste ndo foi possivel por se tratarem de normas de reacdo de grau superior ao cubico
ou simplesmente por serem estas normas ndo responsivas a temperatura.

Nas linhagens 14 e 22, 0 modelo que melhor se ajustou aos dados foi o linear,
com valores de R? relativamente altos (Tabela 8, Figs. 8A e 8C). No primeiro caso, 0
valor do R2 gerado pelo ajuste quadratico (um valor também significativo — Tabela 8)
néo foi significativamente maior do que aquele gerado pelo modelo linear (F = 13,80,
gl. =2, 0,056 < P <0,10). Na linhagem 21, o Gnico modelo que apresentou um R2
significativo (ainda que marginalmente: F = 183,82, g.l. = 3, P = 0,054) foi o cubico,
melhorando significativamente o ajuste aos dados (F = 199,75, g.l. = 1, P < 0,05).
Assim, ap0s os valores caracteristicos da norma de reacgéo cubica terem sido calculados

e se mostrado plausiveis (Tabela 9), o ajuste foi utilizado (Fig. 8B).
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Para 0 RW1, ndo foi possivel ajustar a norma de reacdo de nenhuma linhagem.
Ja para 0 RW2, foram ajustadas as normas de reacdo das linhagens 15 (modelo linear,
Rz = 0,846) e 21 (modelo quadratico, R? = 0,983). Para esta Gltima linhagem, o0 modelo
quadrético melhorou significativamente o ajuste aos dados em relacdo ao linear (F =
59,43, g.l. = 2, P < 0,025), e os valores caracteristicos foram plausiveis (resultados ndo
apresentados).

Para o tamanho do tdrax, foram ajustadas as normas de rea¢do do CV de duas
das 12 linhagens analisadas (Tabela 8). Na linhagem 12, o unico modelo com R2
significativo e relativamente alto foi o linear (Tabela 8, Fig. 9A), e na linhagem 21 foi o
cubico (Tabela 8), o qual melhorou significativamente o ajuste aos dados (F = 2564,37,
gl. = 1, P < 0,025). O ajuste para esta Gltima linhagem foi entdo efetuado apds
verificacdo da plausibilidade dos valores caracteristicos (Tabela 9, Fig. 9B).

Para a razdo asa:torax, o ajuste a principio ndo seria possivel para nenhuma das
dez linhagens analisadas, entretanto, 0 modelo quadratico forneceu um R2 alto (tabela 8)
e marginalmente significativo para a norma de reacdo do CV da linhagem 9 (F = 17,24,
g.l. = 2, P = 0,055). Além disso, esse modelo também melhorou significativamente o
ajuste aos dados (F = 33,63, g.I. = 2, P < 0,05). Quando os valores caracteristicos da
norma de reacdo quadratica foram estimados, entretanto, obtiveram-se valores absurdos
(Tabela 9), inviabilizando o ajuste.

No Anexo (Tabelas A2 e A3), encontram-se os valores de CV para todas as
caracteristicas analisadas e as estimativas dos pardmetros dos modelos que forneceram

0s melhores ajustes para os CVs dos tamanhos da asa e do torax.
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Tabela 8. Coeficientes de determinagdo (R?) resultantes do ajuste de trés modelos
(linear, quadratico e cubico) aos dados de coeficiente de variacdo (CV) de
tamanho da asa (Asa), tamanho do térax (Térax) e razdo asa:térax (Razdo) de
diferentes linhagens nas diferentes temperaturas de desenvolvimento.

R2
) Modelo Modelo Modelo
Linhagem linear quadratico ctbico

Asa 14 0,788* 0,973* 0,980
21 0,146 0,637 0,998

22 0,791* 0,846 0,941

Térax 12 0,832* 0,834 0,984
21 0,385 0,509 0,999*

Razéao 9 0,023 0,945 0,947

*<0,05

Tabela 9. Estimativa dos valores caracteristicos das normas de reacdo cubicas dos
coeficientes de variacdo (CVs) do tamanho da asa (Asa) e do tamanho do
torax (Torax) da linhagem 21 e da norma de reacdo quadratica do CV da
razdo asa:téorax (Razdo) da linhagem 9. VM: valor méaximo. TVM:
temperatura do valor méaximo.

Linhagem Ajuste Valor caracteristico Media
Asa 21 Cdubico VM 2,54
TVM 18,87
Torax 21 Cdubico VM 2,38
TVM 18,49
Razéo 9 Quadratico VM -48,05
TVM -3530,62

41



CV do tamanho do

centroide (%)

-

14 17 21 25
Temperatura (°C)

28

4.0

3.6

3.2

2.8

24

14 17 21 25 28 14 17 21 25 28
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fig. 8. Ajustes das normas de reacdo do coeficiente de variacdo (CV) do tamanho do centroide (mm) das linhagens 14 (A), 21 (B) e
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pontilhadas correspondem as normas de reacdo, e as curvas cheias correspondem as curvas ajustadas.
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5. Discussao

A maior parte dos estudos de plasticidade de caracteristicas morfologicas em
relagdo a temperatura de desenvolvimento realizados com drosofilideos utiliza espécies
do grupo D. melanogaster, do subgénero Sophophora de Drosophila (Karan et al.
1999a, Powell et al. 2010). Se restringirmos os estudos acima mencionados aqueles que
descrevem a forma das normas de reacdo obtidas, o ndmero daqueles utilizando
espécies fora do grupo D. melanogaster pode ser contado nos dedos (ex. Thomas 1993,
Karan et al. 1999a, Loh et al. 2008, Rocha et al. 2009). Isso, aliado ao fato de que,
apenas dentro do género Drosophila, hd mais de 2.000 espécies conhecidas e que
apresentam grande diversidade ecoldgica (Powell 1997), torna urgentes estudos
detalhados de plasticidade com espécies pertencentes a diferentes grupos do género. O
“paradigma Drosophila”, termo utilizado por David et al. (2004) para se referir aos
estudos com o género Drosophila como um referencial na investigacdo de plasticidade
fenotipica, carece de diversificacdo das espécies-modelo utilizadas.

Em vista disso, o presente trabalho contribui com dados sobre a forma de
normas de reacdo, em resposta a temperatura de desenvolvimento, de caracteristicas
morfoldgicas de Drosophila cardini, uma espécie Neotropical pertencente ao grupo D.
cardini do subgénero Drosophila. Além disso, este trabalho também traz informacdes
detalhadas sobre a variacdo de forma da asa dessa espécie em resposta a variacdo na
temperatura de desenvolvimento. Essa analise também é de interesse, ja que padrdes
para esse tipo de resposta plastica no género ainda ndo foram estabelecidos (Loh et al.

2008, Pitchers et al. 2012).
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Tamanhos da asa e do torax em resposta a temperatura de desenvolvimento

As normas de reacdo médias dos tamanhos da asa, do térax e da razéo entre eles
responderam plasticamente ao gradiente térmico. Powell et al. (2010) ao analisarem a
plasticidade fenotipica de comprimento da asa de seis espécies de Drosophila
(representantes das regides tropical e temperada), afirmaram que a resposta fenotipica a
temperatura parece ser uma caracteristica bem conservada no género Drosophila, o que
foi corroborado no presente estudo. Apesar de todas as caracteristicas terem respondido
a variacdo de temperatura, essa resposta, entretanto, nao foi igual entre elas.

Tanto o tamanho da asa quanto o do térax apresentaram normas de reagdo
quadraticas, mas a temperatura do valor maximo foi cerca de trés graus Celsius menor
para a asa. J& a norma de reacdo da razao asa:tdérax foi linear.

Normas de reacdo quadraticas para tamanho do térax ndo sdo novidade entre
espécies de Drosophila (Moreteau et al. 1997, Morin et al. 1997, Morin et al. 1999,
David et al. 2006). No caso de D. cardini, é possivel visualizar graficamente que o
ajuste ndo foi ideal (Fig. 5), principalmente em funcdo do decréscimo brusco do valor
da caracteristica entre 17 e 14°C. Tal decréscimo brusco para o tamanho do térax a
baixa temperatura também foi observado para a espécie circuntropical Drosophila
ananassae (Morin et al. 1997), que apresenta alta mortalidade a 16°C e ndo se
desenvolve a 15°C (Morin et al. 1997, David et al. 2004, Yadav & Singh 2005). D.
cardini apresentou baixissima eclosdo de adultos a 14°C e, possivelmente, sequer se
desenvolveria até o estadio adulto a uma temperatura menor. Para uma melhor descri¢éo
da norma de reacdo de tamanho do térax de D. cardini, é provavel ser necessario
introduzir uma temperatura entre 17 e 14°C e eliminar o tratamento térmico de 14°C, ja

gue essa temperatura parece ja ser de extremo estresse para a espécie, gerando, assim,
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resultados muito discrepantes resultantes de efeitos deletérios (Ayrinhac et al. 2004,
David et al. 2006).

J& as normas de reacdo do tamanho da asa de Drosophila costumam variar na
literatura entre as formas quadrética (Moreteau et al. 1997, Morin et al. 1997, Haerty et
al. 2003) e cubica (Karan et al. 1999b, Morin et al. 1999, David et al. 2006). A
temperatura mais baixa para o valor maximo do tamanho da asa em relacdo aquela
obtida para o do térax ja € bem estabelecida (Karan et al. 1999a, David et al. 2006),
sendo observada até mesmo na espécie de drosofilideo Zaprionus indianus (Karan et al.
1999a). De uma maneira geral, acredita-se que a temperatura do valor méximo
represente a condicdo fisioldgica 6tima da populagdo analisada (Stearns 1992, Charnov
1993, Roff 1997, David et al. 2006), mas observacdes de caracteristicas de uma mesma
populacdo apresentando temperaturas do valor maximo diferentes enfraquecem essa
interpretacdo (Morin et al. 1997, Karan et al. 1999a, David et al. 2004).

A razdo da discrepancia entre as temperaturas que proporcionam tamanhos
maximos de asa e de térax ndo € bem compreendida. Entretanto, hd uma hip6tese —
proposta inicialmente no contexto de variacbes genéticas sazonais (Stalker 1980), e
posteriormente estendida ao contexto da plasticidade fenotipica (Pétavy et al. 1997) —
que tem sido bem suportada por evidéncias indiretas (Starmer & Wolf 1989, Karan et
al. 1999a, Morin et al. 1999, Norry et al. 2001, Carreira et al. 2006, Hoffmann et al.
2007, Frazier et al. 2008, Liefting et al. 2009). Essa hipétese baseia-se na observacao de
que a razdo asa:torax decresce de forma aproximadamente linear com o aumento da
temperatura de desenvolvimento (Karan et al. 1999a, Haerty et al. 2003, David et al.
2006, Chakir et al. 2011), fato também observado no presente trabalho. Desse modo,
esse decréscimo da razdo asa:térax seria acompanhado por um aumento linear na carga

alar, o que dificultaria o voo se ndo fosse pelo aumento de batimentos das asas das
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moscas a temperaturas mais altas (uma possivel consequéncia de maior eficiéncia
muscular — David et al. 1994). Em temperaturas mais baixas, portanto, a carga alar seria
menor (ja que a razdo asa:térax é maior), o que favoreceria o0 voo, e a frequéncia de
batimento das asas seria também menor. Com isso, a razdo asa:torax estaria diretamente
ligada a capacidade de voo e poderia ser o verdadeiro alvo da selecdo natural (Pétavy et
al. 1997). As asas aumentariam de tamanho a baixas temperaturas ndo simplesmente
porque € adaptativo ter asas maiores nessas condi¢cGes, mas sim porque ter baixa carga
alar, isto é, ter uma elevada razdo asa:torax é adaptativo no frio.

Um dos principais interesses em se estudar a forma de normas de reacdo é
observar como a norma em si pode ser moldada por selecdo natural e poder identificar,
assim, possiveis alvos de selecdo dentro de uma populagdo (David et al. 1997, Gibert et
al. 1998, Rocha & Klaczko 2012). ObservacOes interessantes, que mostram como a
norma de reagdo pode ser moldada de acordo com a adaptacdo térmica, emergiram de
comparacOes de populacOes de diferentes latitudes (ex. Morin et al. 1999, Loh et al.
2008) e de comparagdes entre espécies tropicais e de regido temperada (ex. Moreteau et
al. 1997, Morin et al. 1997, Karan et al. 1999a). Nesses casos, a diferenca nas normas
de reacdo foi detectada pela diferenca nas temperaturas do valor méaximo. Populacfes
adaptadas a clima quente apresentavam temperatura de valor maximo mais alta em
relacdo aquela apresentada pelas populacGes de clima mais ameno.

D. cardini apresentou 16,36 = 0,98°C e 19,07 + 0,65°C de temperatura do valor
maximo para tamanho da asa e tamanho do torax, respectivamente. Essa espécie €
coletada em maior abundancia na Reserva Ecologica do IBGE, de onde proveio a
populacdo aqui estudada, nos meses de fevereiro a abril (Roque et al. 2013), nos quais
as temperaturas minimas sdo de cerca de 16°C e as maximas de cerca de 28°C. Em

abril, més em que foi amostrada a populagdo no presente estudo, a temperatura minima

47



encontrada é de cerca de 15°C e a maxima de cerca de 27°C. Logo, parece que as
temperaturas do valor maximo obtidas para D. cardini estdo coerentes com as condi¢Bes
térmicas encontradas na regido de coleta. Devido ao fato de as temperaturas obtidas pela
estacdo meteorologica da reserva ecoldgica possivelmente ndo corresponderem
exatamente aquelas encontradas pelas larvas de drosofilideos dentro dos frutos (nos
quais deve haver menor variacdo térmica), é possivel que a reducdo da temperatura
minima no Cerrado no més de maio (inicio da estacdo seca) ndo afete bruscamente o
desenvolvimento de D. cardini. Entretanto, a variacdo dos recursos no Cerrado entre as
estacOes chuvosa e seca é o que parece explicar de fato a dindmica populacional dos
drosofilideos desse bioma (Dbége 2013, Valaddo 2013). Portanto, mesmo havendo
condicGes térmicas ainda favoraveis a populacdo de D. cardini e de outras populagdes
de drosofilideos, ocorre dréstico afunilamento delas na seca no Cerrado, e isso parece
ser explicado pela escassez de recursos nessa estacdo (Doge 2013, Valaddo 2013).

Com relagdo a tolerancia térmica de D. cardini, mais estudos sdo necessarios
para melhor definicdo da amplitude térmica viavel da espécie, incorporando, por
exemplo, o teste de viabilidade de desenvolvimento a adulto nos tratamentos de 13 e
29°C, temperaturas candidatas a extremos da amplitude. Mais populacGes, de diferentes

localidades, também devem ser amostradas e analisadas.

Tamanhos da asa e do tdrax em resposta a outras fontes de variacéo

Além da temperatura, o fator de interacdo temperatura X linhagem também é
interessante porque, quando significativo, ele indica que ha variacdo genética para as
repostas representadas pelas normas de reagdo e que, portanto, estas podem evoluir

(Pigliucci 2001). Tanto para o tamanho da asa quanto para o do torax, esse fator foi
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significativo, ja, para a razdo asa:torax, ndo. Logo, a forma da norma de reacdo dessa
razdo parece estar fixa na populacdo, podendo essas curvas estarem sujeitas a selecdo

estabilizadora (Noach et al. 1996, Kingsolver & Pfennig 2007).

Forma da asa em resposta a temperatura de desenvolvimento

A forma da asa de D. cardini também respondeu a variacdo na temperatura de
desenvolvimento, e esse efeito foi responsavel pela maior parte da variacdo nos dados
de forma. O efeito da temperatura na variacdo de forma da asa de Drosophila, assim
como ocorre com o tamanho, ja € um padrdo esperado (Moreteau et al. 1998, Debat et
al. 2003, Matta & Bitner-Mathé 2004, Debat et al. 2008, Loh et al. 2008, Debat et al.
2009, Pitchers et al. 2012). Entretanto, nem sempre o foi, tanto que alguns indices da
asa definidos por Sturtevant (1942) sdo comuns em chaves de identificacdo de espécies
de drosofilideos amplamente utilizadas até hoje.

O agrupamento dos individuos emergidos nas diferentes temperaturas formou
um gradiente ao longo dos dois eixos do grafico de dispersdo. Nos especimes emergidos
a baixas temperaturas, as asas foram mais arredondadas e, nos de temperaturas mais
altas, elas foram mais alongadas, corroborando o padrdo ja encontrado em D.
melanogaster por Debat et al. (2009). Além disso, ao longo do eixo referente a variavel
de forma mais explicativa (RW1), houve uma movimentacao das veias transversais em
direcdo a porcdo mais proximal da asa nas temperaturas mais frias, e em direcdo a
porcdo mais distal da asa nas temperaturas mais quentes. Esse padrdo, por sua vez,
ocorreu de forma contraria em Debat et al. (2009), isto é, nos espécimes emergidos a
28°C as veias transversais foram mais proximais em relagdo aquelas dos espécimes de

18°C. Curiosamente, Debat et al. (2009) também observaram uma movimentagdo em
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sentido diferente dos marcos anatémicos equivalentes aos marcos 4 e 5 do presente
trabalho que fazia com que a veia transversal posterior ficasse obliqua em sentidos
diferentes nos dois extremos do eixo de variacdo da forma. Essa variagdo também foi
aqui observada ao longo do eixo referente a segunda variavel de forma mais explicativa
(RW?2), estando obliqua para a direita nas temperaturas mais baixas e para a esquerda
nas mais altas.

E interessante que as variagdes de forma aqui observadas tenham sido
comparaveis aquelas observadas em Debat et al. (2009), pois esses autores analisaram
uma amostra mista de machos de D. melanogaster, envolvendo tipos selvagens e
mutantes relacionados ao desenvolvimento da asa. Fato é que o efeito da temperatura foi
preponderante na explicacdo dos dados de forma da asa desse trabalho e, além disso, as
linhagens analisadas no presente estudo corresponderam a terceira geracdo nascida em
laboratério, entdo efeitos de perda de heterozigosidade, que poderia expor eventuais
mutacOes deletérias, sdo bastante improvaveis. Essa hipotese de perda de
heterozigosidade também se enfraquece pela observacdo de que uma geragdo
heterozigota de Drosophila mercatorum apresentou asas mais estreitas a altas
temperaturas (mesmo padrdo aqui observado) em contraposi¢cdo a geracdo parental
homozigota, que apresentou asas mais largas nessas temperaturas (Krag et al. 2009).
Além disso, Pitchers et al. (2012), trabalhando com populacBes naturais de D.
melanogaster, também observaram variacdo predominante na posicdo das veias
transversais ao longo do eixo horizontal em resposta a temperatura de desenvolvimento.
Esse padrdo foi observado tanto no laboratério quanto em um gradiente de altitude
(Pitchers et al. 2012).

Resultados divergentes aos aqui apresentados, isto €, com asas de moscas

emergidas a alta temperatura arredondadas e asas de moscas de baixa temperatura
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alongadas, estdo presentes em quantidade na literatura (Azevedo et al. 1998, Loeschcke
et al. 2000, Hoffmann & Shirriffs 2002, Matta & Bitner-Mathé 2004, Loh et al. 2008).
Essa falta de consenso na area parece ser um reflexo do fato de variagdes na forma das
asas serem mais dificeis de interpretar por trés razdes principais. A primeira esta
relacionada com a maior regulacdo génica existente sobre a forma da asa de Drosophila
em relacdo aquela existente sobre o seu tamanho (Birdsall et al. 2000), tornando, assim,
a resposta da forma da asa a variagdo ambiental mais complexa. A segunda razdo, por
sua vez, esté relacionada a diversidade de técnicas que tém sido utilizadas para esse tipo
de andlise (ex. Cavicchi et al. 1985, Moreteau et al. 1998, Bitner-Mathé & Klaczko
1999, Imasheva et al. 2000, Debat et al. 2003). Tendo em vista que 0s pressupostos das
diferentes técnicas variam, assim como a visualizagdo da variacdo de forma que é
possivel com cada uma (Zelditch et al. 2004), comparacdes entre trabalhos nem sempre
sdo possiveis. A terceira razdo, por fim, diz respeito a escassez de conhecimento sobre a
influéncia da forma da asa na capacidade de voo e atracdo das fémeas de Drosophila
pelos machos, caracteristicas diretamente associadas ao valor adaptativo das moscas
(Debat et al. 2009, Menezes et al. 2013).

Sabe-se, entretanto, que asas mais alongadas parecem estar relacionadas com
maior velocidade de voo em insetos (Snodgrass 1993), inclusive por promoverem maior
velocidade de translacdo das extremidades das asas gerando, assim, maior forca
aerodindmica (Pennycuick 1968, Ellington 1984). Além disso, veias transversais nas
asas dos insetos tém a principal funcdo de estabiliza-las (Wootton 1992). Portanto, é
possivel que asas alongadas com veias transversais deslocadas para a sua por¢do mais
distal sejam vantajosas no desempenho em voos rapidos. Como D. cardini € uma
especie identificada como sendo tipica de areas abertas (Vilela et al. 2002, Mata 2007),

evolutivamente faz sentido que a populacdo analisada apresente asas com as
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caracteristicas anteriormente descritas (que foram observadas no presente estudo)
naquelas temperaturas que sdo mais frequentemente encontradas em seu habitat, isto é,
nas temperaturas mais altas. E, nas temperaturas mais baixas, como seriam encontradas
apenas raramente (principalmente porque D. cardini é bem pouco coletada no inverno
no Cerrado — Tidon 2006, Roque et al. 2013), os individuos dessa populagdo ndo teriam
tido ocasido de serem selecionados para um melhor desempenho de voo. Entretanto,

essas sdo apenas especulagdes que precisam ser rigorosamente investigadas.

Variabilidade em resposta a temperatura de desenvolvimento

Uma das vantagens de se adotar a técnica de isolinhagens para uma analise de
plasticidade fenotipica esta na possibilidade de se obter informacdes a respeito da
origem da variabilidade presente nos dados, ja que ela permite separar o efeito do
ambiente do efeito do gendtipo (David et al. 2005).

Com excecdo da primeira varidvel de forma da asa (RW1), nenhuma outra
caracteristica analisada apresentou variabilidade média diferencial entre as temperaturas
experimentais. Curiosamente RW1 apresentou uma norma de reacdo para o coeficiente
de variagdo (CV) concava, apresentando diferenca significativa de variabilidade entre as
temperaturas de 14 e 25°C. A variabilidade mostrou-se menor a 14°C, uma temperatura
que pbdde ser considerada estressante para D. cardini, e maior a 25°C (mais
propriamente a 22,4°C pelo ajuste polinomial), temperatura na qual houve elevada
emergéncia de adultos. Essa observacao foi consistente com o espalhamento dos pontos
referentes aos individuos emergidos a cada uma dessas temperaturas no grafico de

disperséo.
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A maioria dos estudos com Drosophila apresenta normas de reacdo meédias do
CV pela temperatura de desenvolvimento aproximadamente convexas, isto é, com
menor variabilidade nas temperaturas 6timas e maior variabilidade nas estressantes (ex.
David et al. 1994, Imasheva et al. 2000, David et al. 2006). Entretanto, Kjarsgaard et al.
(2007) observaram menores distancias de Mahalanobis para forma da asa entre
individuos de D. mercatorum emergidos a 28°C em comparacdo com aquelas obtidas
para os emergidos a 25°C. Ou seja, os individuos de 28°C tiveram asas de forma mais
semelhante entre si em relagdo aqueles de 25°C. Os autores interpretaram esse resultado
sugerindo que fenétipos extremos (relacionados a forma da asa) estariam sujeitos a
maior mortalidade a 28°C, ja que havia sido observada menor sobrevivéncia de pupas
nessa temperatura (Kjarsgaard et al. 2007). Vale ressaltar que o estudo de Kjérsgaard et
al. (2007) utilizou a técnica de morfometria geométrica, enquanto que o estudo de
Imasheva et al. (2000) (citado acima) foi realizado com morfometria tradicional, isto €,
que ndo separa os efeitos do tamanho daqueles da forma (Zelditch et al. 2004). Assim,
novamente a utilizacdo de diferentes técnicas para medicdo de forma dificulta
comparac0es entre dados.

Em favor da interpretacdo de Kjarsgaard et al. (2007), ha uma nova linha de
pesquisa na area de Ecologia de comunidades que pretende explicar padrbes de
composicdo de espécies partindo do nivel intraespecifico de variacdo (Violle et al.
2012). Assim, essa linha de pesquisa parte do pressuposto de que, nos diferentes
habitats, ha valores 6timos de caracteres especificos e que, devido a isso, existe um
filtro selecionando individuos com valores aproximados aqueles O6timos (ideia
semelhante a da selecdo estabilizadora) (Violle et al. 2012). Condicgdes estressantes,
como altas ou baixas temperaturas, poderiam ser filtros como os acima propostos,

reduzindo a variacdo observada ao selecionar apenas os individuos com determinada
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forma da asa, ja que este parece ser um caractere adaptativo (Frazier et al. 2008,
Menezes et al. 2013). Entretanto, mais estudos sédo necessarios analisando a variagao de
dados de forma da asa em relacdo a um amplo gradiente de tratamentos para melhor
elucidacdo da influéncia de condi¢des estressantes. Além disso, cautela na interpretacéo
dos dados de variacdo aqui gerados faz-se necessaria, jA que os padrbes observados
podem ser um simples artificio do baixo nimero amostral a 14°C.

Variabilidade diferencial entre as linhagens ao longo do gradiente térmico, por
sua vez, foi observada para os tamanhos da asa e do térax e para RW2 pelo ajuste
diferencial da norma de reacdo de algumas linhagens. Para as outras caracteristicas
(razdo asa:térax e RW1), essa variabilidade ndo p6de ser detectada pelo método aqui
adotado, mas isso ndo significa que ela, de fato, nfo exista. E interessante observar a
variacdo de resposta do CV a temperatura entre as linhagens para as quais essas normas
de reacdo puderam ser ajustadas. Enquanto a linhagem 21 apresentou variabilidade
maxima a 14°C tanto para o tamanho da asa quanto para o do térax, as demais linhagens
apresentaram variabilidade minima a essa temperatura. Essa ampla variagdo entre
linhagens é congruente com a ndo observagdo de diferenca de variabilidade média entre
as temperaturas de desenvolvimento para essas caracteristicas, j& que as curvas tdo
diferentes das linhagens analisadas devem se anular, gerando uma norma de reagdo
média de CV ndo responsiva. Um padrdo no CV médio pela temperatura de
desenvolvimento também nao foi encontrado para os comprimentos da asa e do térax de

fémeas de D. melanogaster coletadas na Tanzénia (Noach et al. 1996).
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6. Conclusao

Foi observada plasticidade fenotipica para todas as caracteristicas analisadas de
D. cardini, sendo ela responsavel por explicar a maior parte da variagdo em todos 0s
casos. As normas de reacdo geradas para as caracteristicas de tamanho e para a razéo
asa:térax tiveram forma ja prevista a partir de analises presentes na literatura com outras
espécies, sendo quadraticas para tamanho da asa e tamanho do torax e linear
monotonamente decrescente para a razdo dessas duas medidas. Além disso, as
temperaturas do valor maximo obtidas para as normas de reacdo dos tamanhos da asa e
do térax de D. cardini foram coerentes com a amplitude térmica encontrada no local de
coleta da populagéo dentro dos meses referentes ao seu pico populacional. Moscas
emergidas a alta temperatura, em comparacdo com as de baixa temperatura,
apresentaram asas de morfologia aparentemente mais propicia a um melhor desempenho
de voo. E, por fim, observou-se maior variabilidade media para forma da asa na
temperatura estressante de 14°C e menor variabilidade a 25°C, uma temperatura mais
préxima ao 6timo da populacdo analisada. Estes ultimos resultados devem, contudo, ser
vistos com cautela em razdo do nimero amostral envolvido.

Mais estudos de plasticidade fenotipica envolvendo espécies de Drosophila de
ecologia diversa sdo necessarios, aproveitando as facilidades oferecidas por esse
organismo-modelo para gerar evidéncias sobre como se da a acdo desse fenbmeno na
natureza. Além disso, a forma da asa dessas moscas precisa ser mais bem investigada na
sua relacdo com o desempenho de voo (uma caracteristica que é apontada como sendo
alvo de selecdo natural em diferentes contextos) e na sua variabilidade ao longo de

gradientes ambientais.
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8. Anexo

Tabela Al. Estimativas dos parametros (go, 91, 92 € g3) dos modelos que forneceram os
melhores ajustes para tamanho da asa (Asa), tamanho do térax (Térax) e
razdo asa:torax (Razao). Os valores medios das estimativas sdo seguidos do
erro padréo (e.p.) e do coeficiente de variacdo (CV).

Ajuste Média e.p. CVv
Asa Quadratico do 2,1722  0,3201 32,95
01 0,1263 0,0319 56,48
g2 0,0039 0,0008 43,82
Térax  Quadratico Jdo 0,5473 0,1786 72,97
01 0,0680 0,0178 58,54
g2 0,0018 0,0004 52,95

Razao Linear Jdo 2,9766 0,0343 2,58
g1 0,0162 0,0016 21,86

Cubico Jo 45559 0,0484 2,38

01 0,2503 0,0073 6,54

g2 0,0112 0,0004 7,17

O3 0,0002 0,0000 7,37
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Tabela A2. Valores dos coeficientes de variacao (CV), em porcentagem, calculados por
linhagem e temperatura de desenvolvimento (°C) para tamanho do centroide
(Asa - centroide), RW1 (Asa — RW1), RW2 (Asa — RW2), tamanho do térax
(Térax) e razéo asa:térax (Razao).

Linhagem Temperatura
14 17 21 25 28
Asa — centroide 3 — — — — _
4 41 2,4 34 2,5 3,2
9 4,6 2,6 1,8 2,6 2,4
10 3,0 2,5 2,0 2,6 2,9
12 — — — — _
14 2,8 1,8 3,3 4,7 7,0
15 39 2,8 3,8 2,7 39
16 0,7 3,9 2,0 3,3 2,6
17 3,7 2,5 2,7 5,4 2,6
18 1,5 2,3 3,0 4,2 2,7
21 3,8 2,7 2,7 3,1 3,0
22 0,6 2,5 1,6 34 54
Asa - RW1 3 — — — — _
4 42,8 184,8 100,0 51,4 86,7
9 240 70,6 1723 116,5 73,2
10 8,7 58,4 136,4 3423 96,4
12 — — — — —
14 257 392 588 83,3 2008
15 44,1 1758 4976 53,0 87,4
16 215 166,8 150,9 163,7 83,5
17 78,1 1912 1048 261,7 1400
18 245 843 1783 809,8 1278
21 16,9 80,4 5512 1942 2099
22 32,4 34477 75,3 87,7 168,7
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Linhagem Temperatura
14 17 21 25 28
Asa - RW2 3 — — — — —
4 279 50,5 6576 160,8 393,8
9 289 79,3 2475 156,0 470,0
10 29,0 1035 5815 3490 116,6
12 — — — — —
14 81,0 150,2 1731 69,1 83,7
15 51,4 31,5 1055 6812 864,1
16 47,7 3748 1551 1526 5129
17 50,8 476,1 101,3 46,8 46,8
18 240 341,7 1233 84,8 126,2
21 348,0 2156 63,0 676 1635
22 48,5 82,8 197,4 24040,0 265,0
Torax 3 3,7 31 35 3,3 3,8
4 2,5 2,7 3,8 2,9 3,4
9 4,7 2,9 3,1 3,6 4,6
10 3,3 2,5 4,6 2,8 3,2
12 1,8 3,0 3,6 3,5 5,4
14 3,0 1,8 3,5 4,0 6,4
15 4,7 2,6 3,8 3,1 4,0
16 1,6 4,5 2,7 3,9 3,3
17 4,9 34 2,9 4,5 2,6
18 2,3 2,3 34 4,0 1,3
21 5,9 2,7 2,9 4,0 2,2
22 4,3 3,4 2,0 4,9 6,1
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Linhagem Temperatura

14 17 21 25 28

Razéo 3 — — — — —
4 4,4 1,4 2,1 1,8 2,1

9 0,2 2,2 2,4 2,3 0,6

10 4,8 1,5 2,0 2,3 1,1

12 — — — — —

14 1,9 2,5 2,9 2,1 2,7

15 2,8 2,1 1,7 2,8 2,3

16 2,6 2,6 1,9 2,3 3,4

17 2,8 1,9 2,7 2,7 2,0

18 3,8 2,4 1,9 1,1 3,0

21 4,5 2,3 2,9 3,2 34

22 2,0 2,6 1,9 3,0 3,2
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Tabela A3. Estimativas dos parametros (go, g1, 92 € g3) dos modelos que forneceram os
melhores ajustes para o coeficiente de variagdo (CV) do tamanho da asa
(Asa) e do tamanho do térax (Térax) de diferentes linhagens. Os valores
médios das estimativas sdo seguidos do erro padrao (e.p.) e do CV.

Linhagem  Ajuste Media e.p. Ccv
Asa 14 Linear o -2,618 2,009 171,64
01 0,311 0,093 66,95
21 Cabico o 39,628 2,131 12,03

O1 -5,185 0,322 13,89
92 0,237 0,016 14,84
03 -0,004 0,000 15,82

22 Linear  go -3,322 1,829 123,11
01 0,286 0,085 66,25
Torax 12 Linear Qo -0,883 1,154 292,36
01 0,206 0,053 57,92
21 Cubico go 123,358 2,143 3,88

g1 -17,426 0,324 4,16
d2 0,823 0,016 4,30
03 -0,013 0,000 4,42
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