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RESUMO

A teoria evolutiva vigente, a Sintese Moderna, tem sido alvo de criticas na
atualidade e muitos autores reivindicam uma nova sintese evolutiva, que vem sendo
chamada de Sintese Evolutiva Estendida. Dentre o0s pontos criticados, estd o

entendimento ainda restrito acerca da relacéo entre o gendtipo e o fendtipo.

Considera-se que a plasticidade fenotipica desempenha um papel de extrema
importancia na evolucgéo, e que esse fendmeno deve ser investigado a fim de entendermos
melhor a relagdo genotipo-fenétipo. A partir do uso de normas de reacdo e modelos
matematicos capazes de descrevé-las, é possivel interpretar a plasticidade de forma

simples e objetiva.

A temperatura é um fator abidtico de extrema relevancia na determinacdo do
fendtipo, principalmente, em organismos ectotérmicos. Se considerarmos o cenério das
mudancas climaticas, é urgente a compreensao de como esse fator interfere na formacao

das diferentes caracteristicas dos organismos.

No presente trabalho, utilizamos Drosphila cardini como organismo modelo para
investigar a plasticidade de caracteristicas diretamente relacionadas a histéria de vida sob
diferentes temperaturas de desenvolvimento (14°C, 17°C, 21°C, 25°C e 28°C) em
diferentes linhagens. Investigamos como a temperatura, 0 genotipo e a interacdo destes
influenciam na determinagdo do tempo de desenvolvimento de ovo a adulto, no nimero

de ovariolos e na viabilidade das moscas.

Os resultados que obtivemos mostram que as normas de reacdo no contexto
estudado sdo tipicamente ndo lineares. As normas de reacdo das caracteristicas avaliadas

foram muito semelhantes entre as linhagens, mas notavelmente especificas para cada



caracteristica. A partir destes resultados, acreditamos que a formagdo do fenotipo esta

limitada pelo desenvolvimento.

A temperatura foi o fator mais importante na determinagdo das caracteristicas
avaliadas. As duas extremas (14°C e 28°C) foram consideradas estressantes para a

espécie.

A partir de uma analise conjunta das caracteristicas obtivemos um ponto 6timo
condizente com as condicdes naturais enfrentadas pela populagdo examinada, mesmo que
0s pontos 6timos de cada caracteristica, isoladamente, tenham sido bastante diferentes

uns dos outros.



ABSTRACT

Current evolutionary theory, known as the Modern Synthesis, has been criticized
in recent years. Accordingly, many authors are proposing a new evolutionary synthesis,
which has been called the Extended Evolutionary Synthesis. One of the topics criticized

is the limited knowledge of the relationship between genotype and phenotype.

Phenotypic plasticity has been considered to play a critical role in evolution, and
this phenomenon should be investigated in order to improve the understanding of the
genotype-phenotype relationship. By using reaction norms and mathematical models to

describe them, it is possible to interpret plasticity in a simple and objective manner.

Temperature is an abiotic factor of utmost importance in determining the
phenotype, especially in ectothermic organisms. If we consider the scenario of climate
change, we urgently need to understand its effects on the expression of different traits of

organisms.

In the present study, we used Drosophila cardini as a model to investigate the
plasticity of traits directly related to the life history of different strains at different rearing
temperatures (14°C, 17°C, 21°C, 25°C and 28°C). We investigated how temperature,
genotype and their interaction influence the determination of development time from egg

to adult, the number of ovarioles and viability of flies.

Our results show that the reaction norms for these traits in the present context are
typically nonlinear and similar between strains, but they were remarkably specific for
each trait. From these results, we suggest that their expression is somehow limited by

developmental constraints.



Temperature was the most important factor in determining the characteristics
evaluated and the extremes (14 ° C and 28 ° C) were considered stressful for the studied

species.

The optima temperatures for the three traits we analyzed are in the range of the
temperatures observed under natural conditions faced by the population surveyed.
Despite this, the optimal temperature for each trait alone was quite different from the

others.



INTRODUCAO
Teoria evolutiva e plasticidade fenotipica

A teoria evolutiva vigente, conhecida por Sintese Moderna, € o resultado da
incorporacéo das (re)descobertas de Mendel as ideias de Darwin. Esta teoria se encontra
balizada nos trabalhos de Fisher, Wright e Haldane que fundamentaram a genética de
populacOes a partir da sintese quantitativa da genética e da selecdo natural. Esta teoria é

apoiada em um programa centrado no gene (West-Eberhard 2003).

Mayr (1982) defendeu, em uma abordagem histérica, que o estudo focado no gene
- em detrimento dos processos do desenvolvimento - foi necessario para a investigacéo
de diversas questdes complexas daquela época. O resultado dessa abordagem €é que, em
estudos experimentais, a sensibilidade ao ambiente passou a ser considerada um viés
indesejado ou entdo ignorada, ao invés de ser investigada como um fator potencialmente

importante na evolucdo (Schlichting & Pigliucci 1998, West-Eberhard 2003).

Pesquisadores de diversas areas da Biologia criticam alguns aspectos da Sintese
Moderna, principalmente a negligéncia de conceitos que estendem seu escopo original,
como a heranca epigenética (Jablonka & Lamb 1998, Schlichting & Pigliucci 1998,
Morgan et al. 1999, Pigliucci 2001, West-Eberhard 2003, Jablonka & Lamb 2005). Estas
criticas ao atual programa evolutivo levaram varios autores a julgar necessario o advento
de uma nova sintese, que vem sendo chamada de Sintese Evolutiva Estendida (Pigliucci

& Muller 2010).

Para se atingir uma nova sintese coerente, sera necessario enfrentar os problemas
da teoria atual e explicar suas falhas. West-Eberhard (2003) aponta a existéncia de seis

principais inconsisténcias. Para ela, o problema mais urgente a ser resolvido é a



centralizagdo de explicacGes evolutivas nos genes uma vez que o fendbmeno que
persistimos e estamos interessados em explicar € o fendtipo. A esse problema a autora
intitula: “problema fenotipo-gendtipo”. Lewontin (1974) ja alertava sobre a excessiva
preocupacdo dos estudos de genética de populacdes alegando que “no entusiasmo deles
[pesquisadores de genética de populagdes] em lidar com mudangas na frequéncia génica
por tras das mudancas evolutivas, acabam esquecendo que o que deve ser explicado em
ultima analise sdo as inumeraveis e sutis mudancgas no tamanho, forma, comportamento
e interacOes com outras espécies que constituem o verdadeiro material da evolugio™?.
Pode-se dizer entdo que a sintese atual incorporou de maneira incompleta e inadequada o
contexto ecoldgico, em particular as diversas ramificacdes das interagdes gendtipo-

ambiente (Schlichting & Pigliucci 1998).

Ao longo da histdria, o papel do ambiente nas teorias evolutivas mudou bastante
a medida que estas eram formuladas. Para Lamarck, o ambiente tinha a funcdo de moldar
as diferentes formas animais, através do uso e desuso, e as mudancas ocasionadas por
esse processo eram passadas para as geragdes seguintes, pela heranca dos caracteres
adquiridos. No contexto do lamarckismo, a medida que o ambiente vai “moldando” as
linhagens evolutivas, elas progridem em direcdo ao aumento da complexidade (Ridley
2006). Para Darwin, por outro lado, o ambiente era um agente selecionador de variagoes
(também surgidas por uso e desuso de caracteristicas diferenciais), ndo a causa proximal
dessas variantes. Na teoria darwinista, as variantes selecionadas pelo ambiente seriam
transmitidas a prole pela heranca dos caracteres adquiridos. No modelo da sintese

moderna, onde as teorias de Mendel foram incorporadas, apesar do entendimento de que

! Population geneticists, in their enthusiasm to deal with the changes in genotype frequencies that underlie
evolutionary changes, have often forgotten that what are ultimately to be explained are the myriad and
subtle changes in size, shape, behavior, and interactions with other species that constitute the real stuff of
evolution



0 ambiente desempenha um papel importante na determinacdo das caracteristica, as
pesquisa foram centradas no fator genético. O ambiente deixa de ter um papel
fundamental na origem das variag¢Ges sobre as quais a sele¢éo (conjuntamente com outros

mecanismos evolutivos) atua.

Nesse modelo 0 ambiente é entendido como um causador de ruido, o qual interfere
no fendtipo, atuando sobre o que estaria pré-determinado pelo gendtipo. Isso fica evidente
nos célculos de herdabilidade, por exemplo, em que o fator ndo genético é
desconsiderado, sendo definida como a proporcao genética da variacdo fenotipica total.

(Falconer et al. 1996, Hartl & Clark 1997).

O conceito de plasticidade fenotipica foi proposto por Bradshaw na década de
1960, e desde entdo tem sido reformulado e € objeto de discusséo até os dias de hoje.
Neste estudo, a plasticidade fenotipica esta sendo definida como a propriedade de um
determinado genotipo produzir diferentes fendtipos em resposta a diferentes condigdes
ambientais (Schlichting & Pigliucci 1998, Pigliucci 2001). Vérias outras definigdes
existem e uma outra maneira de pensar em plasticidade fenotipica é a expressdo do
fendtipo induzida pelo ambiente (DeWitt & Scheiner 2004). Estudar a plasticidade,
entendendo a complexidade das respostas dos organismos devido a mudangas em seu
ambiente, é extremamente relevante, sobretudo considerando o atual panorama de
mudancgas climéaticas (Chown et al. 2007, Hoffmann & Sgro 2011, Merilda & Hendry

2014).

A plasticidade, como paradigma, tem um significado tdo amplo e apelativo que,
provavelmente, engloba toda a Biologia (genética, ecologia, evolucdo, biologia do
desenvolvimento, fisiologia etc.) (Schlichting & Pigliucci 1998). Por muito tempo a

plasticidade foi ignorada ou até mesmo entendida como um efeito ndo desejado, como



um “erro” no processo de desenvolvimento. Hoje, entretanto, o foco é entender como e
por que a plasticidade ocorre. Essa mudanca de abordagem reflete o nosso entendimento
de que a plasticidade é um poderoso mecanismo de adaptacdo (Moczek et al. 2011). Os
impactos da plasticidade fenotipica na evolugédo séo diversos, de forma que é necessario
investigar evidéncias que indiquem se a plasticidade influencia a evolugdo, de que

maneira e sob quais circunstancias (Wund 2012).

O termo norma de reacao refere-se ao conjunto de fendtipos produzidos por um
gen6tipo, quando exposto a diferentes condicBes ambientais. E a curva que descreve a
resposta do genotipo em funcdo do ambiente, a representacdo grafica da plasticidade
fenotipica. O conceito de norma de reagdo consegue ser ainda mais amplo que o conceito
de plasticidade fenotipica, ja que abrange todas as possibilidades de resposta, inclusive a
ndo alteracdo no fenotipo mesmo que haja mudanca no ambiente, ou seja, mesmo quando
ndo h4 plasticidade. A expresséo foi originalmente cunhada pelo alemdo Woltereck em
19009, revitalizada pelo russo Schmalhaussen em 1946, e posteriormente traduzida por
Dobzhansky em 1949 do russo para o inglés (Schlichting & Pigliucci 1998, Pigliucci
2001, DeWitt & Scheiner 2004). Apesar desse conceito ser relativamente antigo, o
interesse em estudos de plasticidade fenotipica e normas de reacdo pode ser tracado a
partir dos trabalhos de Levins e Bradshaw nos anos 1960 e 1970 (Bradshaw 1965,

Schlichting & Pigliucci 1998, DeWitt & Scheiner 2004).

Gavrilets & Scheiner (1993) sugeriram que as normas de reacdo nao lineares
poderiam ser descritas por modelos matematicos. Desde entdo, com o intuito de
caracterizar as normas de reacéo, foram feitas algumas abordagens com o uso de curvas
logisticas (Gibert et al. 1998), derivadas empiricas e ajustes polinomiais (David et al.

1997).



Drosophila cardini

Muitos organismos sao utilizados como modelos bioldgicos, e dentre eles as
moscas do género Drosophila tem se destacado em vérias areas de estudo (Powell 1997).
Isso se deve ao seu curto ciclo de vida, tamanho reduzido, facilidade de amostragem e
manipulacdo em laboratorio, além de uma vasta literatura com técnicas laboratoriais

voltadas para este organismo (Markow & O'Grady 2005).

O grupo D. cardini, pertencente ao subgénero Drosophila, é composto por
dezesseis espécies, todas elas com distribuicdo predominantemente Neotropical (Markow
& O'Grady 2006). Apesar de sua alta representatividade nessa regido, ainda sdo
relativamente poucos os estudos referenciando este grupo, conforme afirmado por Val et
al. (1981) ha mais de trés décadas atras. Os principais estudos com este grupo sao relativos
a filogenia, pigmentacéo e distribuicdo (Hollocher et al. 2000, Brisson et al. 2006, Cenzi
De Ré et al. 2010, Emerich et al. 2012). Até onde sabemos, este é o primeiro estudo sobre

a plasticidade fenotipica de uma espécie desse grupo.

Drosophila cardini € uma espécie de ampla distribuicdo, ocupando a América do
Sul, as ilhas do Caribe e parte da América do Norte (Béachli, 2013), além de haver registros
para o arquipélago havaiano (Leblanc et al. 2009). No Cerrado, esta espécie se encontra
associada a regides savanicas (Ferreira & Tidon 2005, Tidon 2006, Mata et al. 2008) e
apresenta uma grande amplitude de dieta em relacéo aos frutos que utiliza como sitio de

criagdo (Oliveira 2013).



Figura 1. Casal de Drosophila cardini. Macho a esquerda e fémea a direita.

Histéria de vida

“A histéria de vida se encontra no cerne da Biologia; nenhum outro campo de
estudo nos aproxima mais das simplicidades fundamentais que unem e explicam a

diversidade das criaturas vivas e a complexidade de seus ciclos de vida” (Stearns 1992)2.

Caracteristicas relacionadas a historia de vida sdo de especial interesse para
estudos evolutivos pois sdo alvos diretos da selecdo natural. As caracteristicas
relacionadas a histéria de vida sdo todas aquelas que estdo diretamente relacionadas a
sobrevivéncia e reproducéo (Stearns 1992). E a histéria de vida que constitui a interface
entre o fenotipo e o valor adaptativo (Charlesworth 1994). Varios aspectos adaptativos

do fenotipo devem ser filtrados através da historia de vida antes de serem contabilizados

2 Life histories lie at the heart of biology; no other field brings you closer to the underlying simplicities
that unite and explain the diversity of living things and the complexities of their life cycles
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como moeda de valor adaptativo, por isso que a evolugdo da historia de vida ocupa um

papel central na Biologia (Prasad & Joshi 2003).

A temperatura ¢ um fator abiotico crucial que afeta todos os processos biolégicos
e tem efeitos significativos na fisiologia e no valor adaptativo de ectotérmicos. A
compreensdo de como 0s organismos respondem a diferentes temperaturas séo de
interesse particular para melhor entendimento de como variam os caracteres relacionados

a historia de vida nestes organismos (Angiletta 2009).

Objetivo

O objetivo geral deste estudo é analisar a plasticidade fenotipica de caracteristicas
relacionadas ao valor adaptativo de Drosophila cardini, em diferentes temperaturas de

desenvolvimento.

Os objetivos especificos sdo:

1) Investigar o comportamento (forma e valores caracteristicos) das normas de
reacdo de trés caracteristicas fenotipicas: o tempo de desenvolvimento ovo — adulto, o

namero de ovariolos e a viabilidade (adultos/ovos).

2) Estimar o efeito da temperatura, do gendtipo e da interacdo entre eles na

determinacdo das caracteristicas fenotipicas.

3) Investigar a variagéo entre e dentro das linhagens.

4) Estimar uma temperatura 6tima a partir das trés caracteristicas analisadas.

11



METODOLOGIA

Coleta dos dados

Realizamos o experimento de plasticidade fenotipica através de uma técnica
largamente empregada para estudos do tipo, a técnica de linhagem isofémea (Moreteau
et al. 1995, David et al. 2005b), cujo principio basico é fundar linhagens a partir de uma
Unica fémea no intuito de amostrar diferencas de origem genotipica entre elas (figuras Al
e A2). Coletamos os drosofilideos no més de abril de 2013, em populacbes naturais da
Reserva Ecoldgica do IBGE, localizada 26 km ao sul de Brasilia (15°56'S, 47°53'W).
Usamos armadilhas (Roque et al. 2011) com isca de banana fermentada, em areas
de cerrado sensu stricto perturbado, locais onde previamente haviamos coletado um
grande nimero de individuos da espécie de interesse, Drosophila cardini. Triamos 0s
espécimes sob um microscopio estereoscopico e colocamos os individuos pertencentes
ao grupo cardini em frascos com meio de fubd, a 25°C, por trés dias, para aclimatacao as
condigBes de laboratdrio. Foram testados trés tipos de meio de cultura, e 0 meio de fuba

foi escolhido por ter apresentado a maior viabilidade (receitas em anexo).

Apls este periodo, fundamos as linhagens isofémeas distribuindo casais,
aleatoriamente, em outros tubos com meio de cultura novo (anexo). Posteriormente, com
0 estabelecimento da segunda geracdo de laboratoério (F2), analisamos as terminalias de
machos da geragéo F1 de cada linhagem para a identificacdo precisa das espécies cripticas
D. cardini e D. cardinoides (Vilela et al. 2002), espécies do grupo muito comuns na regiao

(Mata et al. 2008)

A partir da geragdo F2, selecionamos 12 linhagens de D. cardini, que
apresentaram 20 casais ou mais, para a realizar o ensaio. De cada uma dessas linhagens,

separamos aleatoriamente dois conjuntos (réplicas) de 10 casais. Esses foram os
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fundadores das populagdes a serem analisadas quanto a plasticidade das caracteristicas
fenotipicas. Colocamos cada grupo (réplica) em um frasco de boca larga (50 ml),
contendo uma placa de Petri, com meio de cultura de fuba colorido para oviposicao, a
25°C (Figura A2). A cada 24h substituimos as placas de Petri contendo ovos por outras

com meio fresco, para continuidade da coleta de ovos.

De cada linhagem e réplica, transferimos vinte ovos viaveis (tdrgidos e com
coloragéo branca brilhante) para um tubo (40 ml) contendo 20 ml de meio de cultura de
fubd (densidade larval maxima = 1 larva/ml). Deste modo, os individuos experimentais
correspondem a terceira geragdo laboratorial (F3). Depositamos trés tubos (60 ovos) por
réplica de cada linhagem em cada estufa biochemical oxygen demand (BOD) totalizando

assim 300 ovos (por linhagem e réplica) distribuidos entre as diferentes temperaturas.

Levamos 0s tubos com ovos para as estufas BOD reguladas nas temperaturas
experimentais (14+0.5°C, 17+0.5°C, 21+0.5°C, 25+0.5°C ou 28+0.5°C). Escolhemos
essas temperaturas com base nas informacGes disponiveis para a localidade de ocorréncia
da populacdo estudada, para a tolerancia de outras espécies, e visando proporcionar
intervalos regulares ao longo da amplitude térmica. Regulamos as estufas para

fotoperiodo de 12h (12D:12N).

Transferimos todos os adultos (F3) diariamente, a medida que emergiam, para
recipientes com meio novo e 0s mantivemos a 21 °C por no minimo sete e no maximo
quatroze dias para amadurecimento conveniente dos ovarios (Delpuech et al. 1995, Hodin

2009) (Figura A2). Descartamos os vidros apos 15 dias sem emergéncia de novos adultos.
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As caracteristicas que analisamos nas moscas foram:

a)

b)

d)

Tempo de desenvolvimento de ovo a adulto, medido em dias a partir da data

em que os ovos foram submetidos aos tratamentos térmicos até o dia da
emergéncia dos adultos. Somente os tubos em que os 20 ovos foram colocados
em um periodo de 24h foram utilizados para esse dado.

Numero de ovariolos (figura 2), obtido mediante dissec¢do de ambos ovarios

das fémeas (Wong & Schedl 2006). O nimero méaximo de ovariolos em
Drosophila, assim como na maior parte dos insetos, é fixado no estagio pré-
pupal e estd correlacionado com a fecundidade (Cohet & David 1978,
Boulétreau-Merle et al. 1982)

Viabilidade, a razdo entre o nimero de adultos que emergiram e o nimero de
ovos inicialmente levados as estufas BOD (David et al. 2004).

Valor adaptativo potencial, estimado como o produto entre a viabilidade e o

ndmero de ovariolos.

ovariolo

Figura 2. Ovérios de Drosophila. (A) llustracdo esquematica dos ovariolos de

Drosophila. (B) Foto de ovarios de D. cardini
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Analises dos dados

Em geral, as funcbes que descrevem normas de reacdo para caracteristicas de
Drosophila ndo séo lineares (David et al. 2005b, Rocha & Klaczko 2012). Com o
propdsito de comparar normas de reacdo das diferentes caracteristicas estudadas e das
linhagens, utilizamos o ajuste polinomial (Sokal & Rohlf 1995, Zar 2010) que segue a

seguinte férmula:

f =90+ git + got* + -+ gut™
Onde:
f = Caracteristica fenotipica;
t =temperatura

gi= parametros (coeficientes) polinomiais

Este procedimento consiste em testar polinbmios de ordem crescente, ou seja, para
cada caracteristica e linhagem, iniciamos com uma regressédo linear (p = go + git). Em
seguida ajustamos o modelo quadratico (p = go + g1t + g2t?), 0 modelo ctibico (p = go +
git + got? + gst®) e assim por diante. O objetivo desta metodologia é determinar qual
modelo apresenta melhor adequacédo aos dados e é feito através do poder de explicacdo
(R?) de cada polindmio produzido. Como via de regra, & medida que se eleva o grau do
polindmio, 0 mesmo acontece com o valor do coeficiente de determinacéo ( R?) (David
etal. 1997). Por essa razéo, para decidir se houve um incremento significativo em R2 com
0 acrescimo de um novo termo ao polinémio, utilizamos uma medida de F segundo a
formula retirada de Zar (2010) e sugerida por Rocha & Klaczko (2012). O célculo de F é
realizado a partir da soma dos quadrados e quadrados médios obtidos a partir das

regressoes multiplas.
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_ (SQ da regressdo do modelo de grau m) — (SQ da regressio de graum — 1)
B QM do residuo do modelo de grau m

Onde:

SQ = a soma dos quadrados
QM =0 quadrado médio

O numero de graus de liberdade do numerador é sempre 1 e do denominador corresponde

aos graus de liberdade residuais do modelo de maior grau (Rocha & Klaczko 2012).

Segundo David et al. (1997), uma forma eficiente de discriminar normas de
reacdo, ao invés do uso dos parametros gi que, em geral, apresentam alta correlacdo, é
através dos valores caracteristicos das fungdes (obtidas a partir dos ajustes polinomiais)
que as descrevem, os valores de méaximo e minimo (MV) e as temperaturas de ocorréncia

destes valores méaximos e minimos (TMV).

Polindmio de segundo grau ™™y = - 9L

Polindmio de terceiro grau 9> £ 9% + 39195
TMV =
-39

MV = go+ g.TMV + g,TMV? + g,TMV?3

Visto que ajustes polinomiais realizados a partir da matriz total de dados

costumam ter um baixo ajuste aos dados, e as médias tendem a apresentar distribuicéo
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normal (Dr. Louis Klazcko, com. pess.), utilizamos uma matriz das médias de cada réplica
em cada temperatura para produzir as funcfes que descrevem as normas de reacdo de
cada linhagem; e uma a partir da média da amostra total por temperatura para descrever

uma norma de rea¢do media da populacéo.

O conceito de normas de reacdo e suas representacfes graficas em um plano
cartesiano cujos eixos sdo ambiente e fendtipo esta intimamente vinculado ao conceito de
andlise de variancia como modelo estatistico em experimentos de plasticidade fenotipica
(Lewontin 1974, Pigliucci 2001). Sendo assim, é possivel particionar as variancias
utilizando os valores do coeficiente de determinacéo (R?) calculados a partir da analise
de variancia (Legendre & Legendre 1998, Pigliucci 2001, DeWitt & Scheiner 2004,
Peres-Neto et al. 2006). Portanto, realizamos analises de variancia fatorial a fim de avaliar
a influéncia do ambiente, do gendtipo e da interacdo entre eles. As proporcdes explicadas

por cada fator da variancia total é dada pela equag&o:

Vo = Vg + Ve + Vgxe + Verro
Onde:
Vp = Variancia total da plasticidade da caracteristica;
Vg = Parcela da variancia atribuida as diferencas entre os genotipos;
Ve= Parcela da variancia atribuida as diferencas ambientais;

Vgxe = Parcela da variéncia atribuida a intera¢do entre o ambiente e o gendtipo; a variacao
devido ao fato de genotipos diferentes poderem responder as variagdes ambientais

de maneira diferente;

Verro = Parcela do residuo.
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Conduzimos o teste de Levene (Fox et al. 2009) para avaliar a homogeneidade de
variancias das amostras e determinar qual teste a posteriori deveria ser empregado.
Aplicamos o teste post hoc de Tukey HSD quando as premissas de homogeneidade do
tamanho amostral e varidncias foram atendidas, caso contrario, usamos o teste post hoc
Games-Howell (Games & Howell 1976, Day & Quinn 1989), indicado para amostras de

tamanho e/ou variancias diferentes.

Utilizando a técnica de linhagem isofémea, a variacdo fenotipica total pode ser
separada em dois componentes: entre linhagens e dentro das linhagens (David et al.
2005b). Analisamos o segundo componente mediante uso do coeficiente de variagéo
(Capy et al. 1993, David et al. 1994, David et al. 2006). Adaptamos o teste de Levene
para produzir valores individuais de CV segundo Van Valen (2005) e em seguida
aplicamos uma andlise de variancia fatorial sobre os dados de tempo de desenvolvimento
logaritmizados (base 10) e dados de viabilidade submetidos a transformacéo angular, arco

seno da raiz quadrada (Quinn & Keough 2002, Soto et al. 2007, Soto et al. 2011).

| Yire — Vel

t

Onde:

CV;s. = Coeficiente de variabilidade do individuo i, linhagem f e temperatura t;
Yire = Valor observado do individuo i, linhagem f e temperatura t;

Vre = Média da linhagem f e temperatura t
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No intuito de estimar a temperatura 6tima (Parker & Smith 1990) para o

desenvolvimento larval, a partir dos parametros estimados neste trabalho, o seguinte

procedimento foi aplicado:

a)

b)

d)

Obtivemos as médias de cada linhagem, em cada temperatura, do tempo
de desenvolvimento, nimero de ovariolos e viabilidade.

Produzimos uma estimativa de valor adaptativo potencial, a partir da
multiplicacdo das médias do nimero de ovariolos pela viabilidade.
Transformamos todos os valores em uma escala de 0 — 1 a partir da divisao
de cada medida pelo maior valor obtido (Zuur et al. 2007). Esta operagéo
foi realizada por linhagem.

Realizamos os ajustes polinomiais para determinar as fungfes das normas
de reagio obtidas pelos valores médios (letra ‘a’).

Criamos uma funcéo diferenca, d(x), entre as funcdes do valor adaptativo,
f(x) e tempo de desenvolvimento, t(x), ou seja, d(x) = f(x) — t(x).
Determinamos como temperatura Otima aquela em que hd a maior

distancia entre f(x) e t(x), ou seja, onde a derivada de d(x) é igual a zero.

Conduzimos as analises do trabalho no programa R (ver. 3.0.21; R Development

Core 2013), disponivel gratuitamente em http://cran.r-project.org, com auxilios dos

pacotes car (Fox et al. 2009) para realizar anélises exploratérias e ggplot2 (Wickham

2009) para produzir gréaficos.
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RESULTADOS

Normas de reagdo: forma e valores caracteristicos

As normas de reacao obtidas a partir das médias de cada uma das 12 linhagens e
do agrupamento delas sdo exibidas nas figuras 3, 4 e 5. O tempo de desenvolvimento foi
mais curto em temperaturas mais elevadas, enquanto a viabilidade e o nimero de
ovariolos apresentaram valores maiores em temperaturas intermedirias (tabelas 1, S1,
S2 e S3). E importante ressaltar, entretanto, que as linhagens apresentaram maior nimero
de ovariolos nas temperaturas intermediarias baixas, 17°C e 21°C (Figura 4),
diferentemente, da viabilidade, que exibiu maiores valores em temperaturas
intermediérias superiores, 21°C e 25°C (Figura 5).

50 A 50
linhagem

40+

304

20

Tempo de desenvolvimento (dias)
Tempo de desenvolvimento (dias)

1 .

14 17 21 25 28 14 17 21 25 28
0
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 3. Normas de reacdo do tempo de desenvolvimento de ovo a adulto (dias) em diferentes
temperaturas de desenvolvimento. (A) normas de reacdo das 12 linhagens estudadas. (B) norma de

reacdo média observada (linha tracejada) e ajustada com um polinémio de 2° grau (linha continua).
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Figura 4. Normas de reacdo do nimero de ovariolos em diferentes temperaturas de desenvolvimento.
(A) normas de reacdo das 12 linhagens estudadas. (B) norma de reacdo média observada (linha
tracejada) e ajustada com um polinémio de 2° grau (linha continua).
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Figura 5 Normas de reacdo da viabilidade em diferentes temperaturas de desenvolvimento. (A)
normas de reacdo das 12 linhagens estudadas. (B) norma de reacdo média observada (linha

tracejada) e ajustada com um polinémio de 2° grau (linha continua).
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Tabela 1. Valores médios (+ erro padrdo) de cada caracteristica estudada de acordo com a
temperatura de desenvolvimento larval. Foram utilizadas as medias obtidas a partir do

agrupamento das 12 linhagens isofémeas avaliadas.

Caracteristica 14 °C 17 °C 21°C 25 °C 28 °C
Tempo de
desenvolvimento 43,26 £+0,21 28,38+0,08 16,11+0,05 11,29+0,05 10,79+0,05
(dias)

NUmero de ovariolos 42,71 +1,1 50,66 +0,4 49,06 £0,3 46,07 £ 0,3 39,80+0,4

Viabilidade 0,056+0,01 0,24+002 034+002 031+002 0,14+0,02

Encontramos polindmios com ajuste significativo para todas as normas de reacéo
produzidas pelas 12 linhagens (tabela 2). Em apenas dois casos o ajuste ndo linear néo foi
estatisticamente melhor que a regressao linear, porém seus coeficientes de determinacédo
foram baixos (R? < 0,4). O ajuste quadratico revelou valores de F significativos na maior
parte das normas de reacdo (83%) para as trés caracteristicas (tabela 2), com coeficientes
de determinac&o superiores a 0,8 em pouco mais de 50% dos casos. Essa baixa propor¢éo
se deveu as normas de reacdo referentes a viabilidade das linhagens, nas quais 0s
coeficientes de determinacdo foram em média de 0,54 + 0,05 (média * erro padrdo). Entre
as 34 normas de reacdo nao-lineares, trés delas apresentaram ajustes significativamente
melhores com polinbmios cubicos e uma com polindmio de 4° grau. N&o obstante, 0s
modelos quadréaticos dessas situacdes também foram significativos e com coeficiente de
determinacéo superiores a 80%, podendo portanto ser satisfatoriamente utilizados para

descrever as normas de reagéo.
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Tabela 2. Numero de normas de reacdo com ajuste polinomial significativo de trés caracteristicas

fenotipicas de D. cardini.

Linear Quadrdtica  Cubica Quértica R%?>0.8
Tempo de desenvolvimento 0 10 2 0 12 (100%)
Numero de ovariolos 1 9 1 1 8 (67%)
Viabilidade 1 11 0 0 0 (0%)
Total 2 30 3 1 20 (56%)
R%2>0.8 0(0%) 16 (53%) 3(100%) 1 (100%)

Os valores caracteristicos obtidos a partir dos ajustes polinomiais variaram pouco.
Cada caracteristica avaliada apresentou um TMYV especifico. A temperatura de maior
valor (TMV) do nimero de ovariolos foi a mais baixa entre as trés estimativas, seguida
pelas temperatura de maior valor da viabilidade e temperatura de menor valor do tempo
de desenvolvimento (tabela 3). Os valores de maximo e minimo (MVSs) variaram mais

que as TMVs entre as linhagens.
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Tabela 3. Valores caracteristicos das normas de reacdo produzidas a partir de polindbmios de
2° grau das trés caracteristicas estudadas: tempo de desenvolvimento de ovo a adulto (dias),
numero de ovariolos e viabilidade (proporcdo de ovos que atingem a fase adulta). TMV,

temperatura de maior ou menor valor; MV, maior ou menor valor; CV, coeficiente de

variabilidade.

Valor caracteristico ~ Média  Erro Padrdo CcVv

Tempo de desenvolvimento TMV (°C) 26,05 0,05 0,01
MV 10,36 0,08 0,03

Numero de ovariolos TMV (°C) 19,96 0,23 0,04
MV 50,47 0,52 0,04

Viabilidade TMV (°C) 21,93 0,39 0,06
MV 0,44 0,04 0,34

Efeitos da temperatura, do genétipo e da interacdo entre eles

A anélise de variancia fatorial revelou que tanto a temperatura como linhagem
afetaram todas as caracteristicas avaliadas (tabela 4, S4, S5 e S6). A interagdo entre esses

dois fatores foi significativa para o tempo de desenvolvimento e nimero de ovariolos.
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Tabela 4. Contribuicdo dos fatores temperatura e linhagem na variancia total do tempo de

desenvolvimento, nimero de ovariolos e viabilidade. ns, ndo significativo; ***, p<0.01,;

*, p<0.05.
Tempo de
desenvolvimento (dias)  NUmero de ovariolos Viabilidade
(1) Temperatura 0,945%** 0,386*** 0,458***
(2) Linhagem 0,003*** 0,04 7*** 0,05*
(1) x(2) 0,016*** 0,003*** 0,039 "
Residuo 0,036 0,564 0,453

A temperatura apresentou o maior efeito sobre todas as caracteristicas estudadas,
principalmente sobre o tempo de desenvolvimento. Em contraposicdo, o efeito da
linhagem e da interacdo entre esses fatores, quando significativo, foi menor que 5%
(tabela 4). O tempo de desenvolvimento foi a caracteristica melhor explicada a partir dos
dois fatores utilizados, linhagem e temperatura, (R? = 0.97), seguido pela viabilidade (R?

= 0.5) e nimero de ovariolos (R? = 0.49).

Os testes post hoc com as temperaturas (tabela 5) revelaram tempos de
desenvolvimento significativamente diferentes entre todos os pares de temperatura
comparadas, seguindo a regra de quanto maior a temperatura, menor o tempo de
desenvolvimento. O numero de ovariolos, por outro lado, diferiu apenas entre as
temperaturas extremas: 14°C e 28°C. Por fim, com relacdo a viabilidade, ndo ha diferenca

entre as temperaturas intermediarias (17°C, 21°C e 25°C).
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Tabela 5. Aumento ou diminuicéo dos valores de cada caracteristica entre as temperaturas

de desenvolvimento larval. Tempo de desenvolvimento (log10 dias), nimero de ovariolos e

viabilidade (arcoseno da raiz quadrada). ns, néo significativo; ***, p<0.01; *, p<0.05.

Temperatura (°C)

Diferenca * intervalo de confianga

Tempo de

desenvolvimento (dias) Numero de ovariolos

Viabilidade

14 > 17

14521

14 > 25

14 > 28

17> 21

17> 25

17 > 28

21> 25

21> 28

25> 28

- 0,188 + 0,008***

- 0,436 + 0,008***

- 0,584 + 0,009***

- 0,607 £ 0,009***

- 0,248 £ 0,005***

- 0,396 + 0,007***

- 0,418 + 0,008***

- 0,148 £ 0,007***

- 0,170 £ 0,008***

- 0,023 £ 0,008***

7,757 % 3,154***

6,018 + 3,109***

2,998 + 3,111*

- 3,383 £ 3,209™

- 1,739 £1,238***

- 4,76 £ 1,243***

- 11,14 + 1,486***

- 3,020 £ 1,113***

- 9,401 + 1,379***

- 6,381 £ 1,384***

0,332 + 0,116***

0,442 + 0,116***

0,37 +0,116***

0,166 + 0,116***

0,11 +£0,117™

0,038 +£0,116™

- 0,166 + 0,116***

-0,072 £ 0,116™

0,276 + 0,116***

0,204 + 0,116***
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Variagéo entre e dentro das linhagens

A Figura 6 ilustra a amplitude das variagfes das linhagens sob as diferentes
temperaturas. O tempo de desenvolvimento foi significativamente mais variavel nas
temperaturas mais elevadas; o nimero de ovariolos nas temperaturas extremas; e as taxas
de viabilidade foram significativamente mais variaveis a 14 °C.

A temperatura foi o fator com maior efeito sobre a variagdo intra-linhagem para
todas as caracteristicas avaliadas (tabela 6), mostrando que a variabilidade muda de
acordo com a temperatura. As estatisticas F para esse fator sempre foram significativas,
e com valores de 4 a 7 vezes superiores aos valores de F da linhagem e da interacéo.
Houve diferenca na variacdo entre as linhagens para tempo de desenvolvimento e
viabilidade, ou seja, algumas linhagens sdo mais plésticas que outras para essas
caracteristicas. A interacdo foi uma fonte de variabilidade significativa para todas as

caracteristicas avaliadas.

Tabela 6. Andlise de variancia de 2 fatores sobre os coeficientes de variacdo (CV) do tempo de

desenvolvimento, nimero de ovariolos e viabilidade. ns, ndo significativo; ***, p<0.01; *, p<0.05

Tempo de
desenvolvimento (dias) Numero de Ovariolos Viabilidade
df MS F df MS F df MS F

(1) Temperatura 4 361,268 11,981*** 4 250,679 8,066*** 4 6260,821 9,875***

(2) Linhagem 11 55,039 1,825 11 55,116 1,774™ 11 1403,688 2,214*

1x2

44 53,266 1,766*** 44 63,77 2,052*** 44 1163,289 1,835***

Residuo 1816 30,154 740 31,078 100 634,018

27



g0 13 780, C
A B
o BAL 1k B52 -
=
g wi
s 3 L
S sl ol g w4
& 2 .
u = o
o =
@ s S 6L
T a2k E7F '
(=9 ‘g
§ 2
=
3 %8 -
16 5
| | | | | 3 ' ' ' ' ' 140 I l I l I
o 14 17 21 25 28 14 7 21 2 2 14 17 21 25 28
0,
Temperatura (°C) Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 6. Coeficientes de variacdo de trés caracteristicas de historia de D. cardini, sob diferentes temperaturas de desenvolvimento. (A) tempo de
desenvolvimento; (B) nimero de ovariolos; (C) viabilidade. Todos os coeficientes foram multiplicados por 100. Barras verticais indicam o desvio

padrdo. As letras representam as divisdes dos agrupamentos produzidos em funcéo das diferencas observadas.
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Ponto 6timo

A distancia entre as curvas geradas a partir dos ajuste polinomiais (Figura 7) foi
diferente para cada linhagem (ndo exibido), porém a temperatura em que essa maior
distancia foi atingida foi muito semelhante para todas (22.48 + 0.12°C). A tabela S15 (em
anexo) apresenta os coeficientes polinomiais estimados para valor adaptativo e tempo de
desenvolvimento de cada linhagem. Notamos, também, que os parametros entre 0s
polindbmios que descrevem as normas de reacao (tabela S15) sdo muito semelhantes entre
as linhagens, ou seja, apesar de haver diferenca na plasticidade exibida pelas linhagens e
nos valores de maximo (MVSs), a temperatura em que o0 maior (ou menor) valor é atingido
(TMVs) € bastante conservada e estd dentro da amplitude encontrada pela populacdo

estudada (Figura 8).

1.00 %

maior distancia
entre as curvas

0.75 1

0.50 1

Valores relativos

0.25 +

T
14 17 21 25 28
Temperatura(°C)

Figura 7. Normas de reacdo do valor adaptativo potencial (tracejada) e do tempo de

desenvolvimento (continua).
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Figura 8. Variacdo térmica ao longo do ano na area de estudo (RECOR-IBGE). Os dados

foram obtidos durante o periodo de 2010 a 2013. Linha continua, temperatura média;

linhas tracejadas, temperaturas méaximas e minimas.

30



DISCUSSAO

Normas de reacao

Questdes metodologicas

Este estudo revelou plasticidade fenotipica em todas as caracteristicas analisadas,
pois as normas de reacdo obtidas ndo estdo paralelas ao eixo ‘x’. Utilizando ajustes
polinomiais, nossos dados mostram que, assim como encontrado em Drosophila (David
et al. 1994, Karan et al. 1999, David et al. 2005a, Rocha et al. 2009, Rocha & Klaczko
2012) e outros organismos (Moczek & Nijhout 2003, Kingsolver et al. 2004, Valladares
et al. 2006, Bernardo et al. 2007), as normas de reacdo de Drosophila cardini séo
melhores descritas como funcGes ndo-lineares (6% linear e 94% nao-linear). Se
considerarmos somente as normas de reacdo que obtiveram bom coeficiente de
determinacéo (R? > 80%), os ajustes nio lineares representam a totalidade das 20 normas

de reacdo que atenderam a essa condicdo (tabela 2).

Nossos dados sugerem gque o melhor ajuste para as caracteristicas estudadas é o
quadratico. Conforme ao observado por Rocha & Klaczko (2012), para todas as
caracteristicas que analisamos o incremento do poder de explicacio (R?) foi maior quando
do ajuste de primeiro para segundo grau (de 0,39 para 0,76), enquanto que 0 acréscimo
do segundo para terceiro grau foi de somente 0,03. Nossos dados sugerem que 0s ajustes
polinomiais sdo mais eficientes para algumas caracteristicas do que outras. Somente o
tempo de desenvolvimento apresentou 100% dos ajustes com o coeficiente de
determinacdo superior a 0,8, seguido pelo nimero de ovariolos (67%) e, por fim, a
viabilidade que ndo obteve nenhum ajuste com coeficiente de determinacdo superior a
0,8, apesar de responder claramente de maneira ndo-linear a temperatura (figura 3). Esses

resultados nos levam a crer que a resposta em funcéo da temperatura é mais previsivel
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para tempo de desenvolvimento do que o numero de ovariolos, e que a viabilidade € a
variavel resposta menos previsivel dentre as trés avaliadas. E importante ressaltar,
entretanto, que podem haver outros fatores (ndo analisados neste estudo) que também séo
importantes na determinacdo das caracteristicas, principalmente nas menos ajustadas aos

modelos.

Grande parte dos trabalhos de plasticidade fenotipica utiliza dois ou trés
tratamentos representando ambientes (Barker & Krebs 1995, Huey et al. 1995, Nunney
& Cheung 1997, Bitner-Mathe & Klaczko 1999, Gutteling et al. 2007, Ellers & Driessen
2011, Carreira et al. 2013). Esse procedimento pode enviesar os resultados obtidos, pois
0s ajustes produzidos nesse cenario sdo geralmente muito baixos. Por exemplo, quando
utilizamos somente trés temperaturas (14°C, 21°C, 25°C) para realizar os ajustes 0s

coeficientes de determinacdo foram sempre muito inferiores (dados ndo apresentados).

A questdo da andlise de normas de reacdo ndo lineares foi abordada por Rocha &
Klaczko (2012), que apresentaram didaticamente dois pontos de vista extremos e a partir
deles propuseram um uma alternativa intermediaria - com elementos dos dois extremos -
viavel para proceder as andlises supra citadas. Os autores apresentam um conflito
existente nos estudos de plasticidade fenotipica a partir de dois pontos de vista. O primeiro
deles (“otimista”), busca o entendimento da relacdo gendtipo e ambiente através de
modelos simples para descrever as normas de reacdo (modelos lineares), enquanto que o
segundo ponto de vista (“pessimista”) define que as normas de reacéo sao tao variaveis e
de uma maneira tdo complexa que é impossivel modelar e generalizar essa relacéo entre
gendtipo e ambiente. O terceiro ponto de vista (“intermediario”), defendido pelos autores,
utiliza modelos n&o lineares de baixa complexidade (fun¢des de 2° ou 3° grau), atrelados
ao uso de pelo menos cinco niveis para o fator ambiental (e.g. temperatura, densidade

etc). Dessa forma é possivel descrever normas de reacdo sem desprezar a complexidade
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produzida pela interacdo entre gendtipo e ambiente. O uso de cinco niveis ambientais é
importante para se obter bons ajustes. Dessa forma, podemos reduzir o conflito que existe
na literatura sobre plasticidade em que se reconhece a relevancia do estudo de normas de
reacdo, mas na maior parte dos trabalhos publicados apenas dois ou no maximo trés
tratamentos sdo utilizados. Possivelmente, por essa razdo seja inviavel avaliar a

complexidade da plasticidade fenotipica necessaria para a importancia dada ao fendmeno.

Implicacdes bioldgicas

Avaliar como um organismo responde a diferentes ambientes € uma maneira de
compreender como se da a plasticidade fenotipica. As normas de reacdo das linhagens de
Drosophila cardini aqui investigadas revelaram dois padrdes béasicos: o tempo de
desenvolvimento foi mais curto em temperaturas mais elevadas, enquanto a viabilidade e
0 numero de ovariolos apresentaram valores maiores em temperaturas intermediarias.
Estes resultados corroboram estudos anteriores, realizados com outras espécies de
drosofilideos (Cohet & David 1978, Delpuech et al. 1995, Morin et al. 1997, Imasheva et
al. 1998, Karan et al. 1999, Petavy et al. 2001, Sisodia & Singh 2002, David et al. 2004,
Hoffmann 2010, Rocha & Klaczko 2012, Klepsatel et al. 2013). A explicacdo mais aceita
para esses dados é de base fisiologica em funcdo dos mecanismos enzimaticos. Em
temperaturas mais elevadas, a taxa metabdlica se torna mais acelerada e como
consequéncia disso a taxa de desenvolvimento aumenta resultando em um menor tempo
de desenvolvimento (Gebhardt & Stearns 1988, Nylin & Gotthard 1998). O nimero de
ovariolos e a viabilidade, entretanto, apresentam curvas que sao, possivelmente,
resultados adaptativos e passiveis de mudancas evolutivas em seus valores 6timos e forma

(David et al. 2005a, Hoffmann 2010).
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A literatura da area aponta para um consenso de que a selecdo natural atua sobre a forma
da norma de reacdo (Pigliucci & Muller 2010, Rocha & Klaczko 2012). Powell et al.
(2010) concluiram, a partir de caracteristicas morfologicas de seis espécies de
Drosophila, que a maneira como esses organismos respondem a temperatura € “de alguma
forma surpreendentemente semelhante™®. Da mesma forma, Klepsatel et al. (2013)
analisaram a plasticidade fenotipica de caracteristicas relacionadas ao valor adaptativo
em seis populacdes de D. melanogaster e chegaram a conclusédo de que a temperatura de
maior (ou menor) valor (TMV) foi “notavelmente invariavel entre as populagdes”®. Os
nossos dados, obtidos a partir de diferentes linhagens de uma mesma populacdo D.

cardini, corroboram essas afirmacdes.

Duas explicacBes sdo possiveis para justificar a semelhanca entre as normas de
reacdo de diferentes gendtipos. A primeira € que os individuos avaliados, por serem
procedentes de uma mesma populacdo local, estdo adaptados as mesmas condicdes e
respondem de maneira plasticamente semelhante. Esse argumento apoia a Visdo
adaptacionista, a exemplo do que foi sugerido por Wright na década de 30 (Schlichting
& Pigliucci 1998). A segunda explicacdo € que - por pertencerem a um mesmo taxon —
os individuos respondem de maneira semelhante devido a limitagdes impostas pelo
desenvolvimento (Gould & Lewontin 1979). Uma forma de elucidar essas questdes é

analisar a plasticidade de diferentes populagoes.

Delpuech et al. (1995) compararam as normas de reagdo do nimero de ovariolos
de trés populacdes de D. melanogaster: uma de regido temperada (Franga) e duas de
regido tropical (Congo). Eles esperavam que a temperatura onde ocorre maior niumero de

ovariolos (TMV) fosse maior para as populac@es tropicais, em funcdo das temperaturas

3 All species have sexual dimorphism of the same sort and all attain larger size when reared at lower
temperature. This is somewhat surprising given the long evolutionary history of these species
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médias mais elevadas enfrentadas por essas populagcfes. Entretanto, as TMVs foram
muito semelhantes entre as trés populacdes. O que ficou evidentemente diferente entre
estas populacdes foram os valores maximos (MV): populacdes tropicais apresentaram
menos ovariolos que as populacdes temperadas em todas as temperaturas testadas. Mais
recentemente, Klepsatel et al. (2013) investigaram a fecundidade, nimero de ovariolos e
tamanho do torax e da asa de seis populacdes de D. melanogaster, e os resultados obtidos
para as diferentes populacdes foram muito semelhantes. Esses dois grupos de
pesquisadores, entretanto, chegaram a conclusdes diferentes. Klepsatel et al. (2013)
concluiram que a semelhanca entre as normas de reacdo das diferentes populacdes se deve
a limitacBes impostas pelo desenvolvimento. Delpuech et al. (1995), por outro lado,
utilizaram uma abordagem adaptacionista, através de interacdes com outros caracteres,

para explicar esses resultados.

No nosso entendimento, a abordagem assumida Klepsatel et al. (2013) é mais
coerente com 0s resultados que ambos 0s grupos obtiveram, e por esse motivo nds nao
concordamos com a abordagem adotada por Delpuech et al. (1995), que também é
criticada por Gould & Lewontin (1979). Para West-Eberhard (2003) essa interpretacdo
possui um carater histérico e € um dos seis problemas existentes na sintese moderna, o
problema da “adaptagdo unimodal e 0s produtos multimodais do desenvolvimento e da
plasticidade”. Existe uma tendéncia em se trabalhar com caracteres de maneira gradual
em fungéo do gradualismo de Darwin. O pensamento populacional passou a ser traduzido
em varia¢fes quantitativas e mudangas no valor métrico dos caracteres. Dessa forma
populacbes diferentes, sob condi¢fes diferentes, apresentariam 6timos diferentes através

do deslocamento da norma de reacdo para atender as demandas locais.

Todas as TMVs estdo dentro da amplitude térmica que ocorre no ambiente natural

da populacgéo estudada (figura 8). Entretanto, vale ressaltar que a temperatura de maior
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numero de ovariolos (TMV) em Drosophila cardini foi relativamente mais baixa (19,9°C)
do que as TMVs encontradas em outras espécies. Drosophila melanogaster, por exemplo,
tem como temperatura de valor maximo aproximadamente de 22,2 °C (Delpuech et al.
1995, Morin et al. 1997), D. ananassae, 24,6 °C (Morin et al. 1997) e Zaprionus indianus,
25,1°C (Karan et al. 1999). Como D. cardini € um espécie de origem neotropical e a
populacdo estudada ocorre em um ambiente com temperaturas médias altas (figura 8),
esperdvamos encontrar resultados semelhantes aos obtidos para as outras espécies
tropicais. N&o foi o que observamos, e com os dados atualmente disponiveis ainda nao é

possivel explicar as razdes dessa diferenca.

Efeito dos fatores na determinacéo das caracteristicas fenotipicas

A temperatura de desenvolvimento foi o fator com maior relevancia na determinacédo das
caracteristicas estudadas, principalmente no tempo de desenvolvimento de ovo a adulto
(94,5%). Este resultado é um fato bem conhecido, e provavelmente explicado pelos
processos fisioldgicos que resultam da cinética enzimética (David et al. 1983).
Adicionalmente, o fator linhagem também apresentou diferencas nas respostas
fenotipicas, evidenciando que ha variabilidade genética significativa dentro da populagédo
estudada para as trés caracteristicas em questdo. Para a interacdo entre os dois fatores,
houve diferenga significativa para o tempo de desenvolvimento e nimero de ovariolos,
sugerindo diferencas na plasticidade das diferentes linhagens com relacéo a essas duas

caracteristicas, mas ndo para a viabilidade.

No presente trabalho, a viabilidade das moscas foi relativamente baixa, em todas
as temperaturas, quando comparada com os resultados obtidos para outras espécies

(Imasheva et al. 1998, Soto et al. 2007). Imasheva (1998), por exemplo, encontrou
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viabilidades muito superiores as nossas (37,3 em 21°C e 31,8 em 25°C) e, ainda assim,
argumenta que foram baixas (0,66 em 21°C e 0,74 em 25°C). Uma hipotese que ela
levanta é a possibilidade de depressao por endogamia, viés que evitamos ja que utilizamos

a 32 geracéo de laboratdrio.

As baixas viabilidades encontradas no presente trabalho sugerem que as condigdes
em que nossas moscas se desenvolveram foram estressantes em todas as temperaturas. E
provavel que, além da temperatura, existam outros fatores importantes na determinacao
da viabilidade das moscas. Como eliminamos o viés da densidade populacional e da
umidade, acreditamos que o recurso utilizado pelas moscas pode ser um fator importante
para explicar esse resultado. E possivel que a viabilidade D. cardini seja muito sensivel
ao tipo de recurso alimentar, assim como apontado para outras espécies (Soto et al. 2007,
2008). Outra possibilidade é que a composicdo de leveduras utilizadas como recurso seja
um fator importante na determinacdo da viabilidade de D. cardini. No laboratorio,
drosofilideos normalmente sdo cultivados utilizando Saccharomyces cerevisae, uma
espécie de levedura que ndo esta entre as mais comuns nos ambientes naturais do Cerrado
(Sperandio 2012). Além disso, devemos ponderar o fato de D. cardini ser uma espécie
sensivel a etanol (Colon-Parrilla & Perez-Chiesa 1999), subproduto metabdlico
produzido em grandes quantidades por S. cerevisae. Para testar essas hipdteses, sdo

necessarias mais investigacdes sobre a interacdo entre drosofilideos e seus recursos in

natura, tendo em vista que estudos com esse enfoque ainda sdo escassos (Oliveira 2013).

Variagéo entre as linhagens

Além da observagdo visual das normas de reagdo, onde as linhas se cruzam em

varios pontos, a diferenga entre as linhagens - principalmente para a determinagdo do
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numero de ovariolos e a viabilidade - foi evidenciada pela analise de variancia (tabela 4)
e dos parametros polinomiais e seus valores caracteristicos (tabela A7). A diferenca entre
as linhagens é mais evidente em faixas especificas de temperatura, as quais por sua vez
sdo especificas para as caracteristicas. Por exemplo, o nimero de ovariolos é mais
variavel entre as diferentes linhagens sob 14°C, enquanto que essa diferenca para

viabilidade é maior em 28°C.

Por fim, as linhagens diferiram entre si também pela forma em que reagiram as
temperaturas, ou seja, quanto a plasticidade fenotipica. Assim, pode-se dizer que 0s
diferentes genotipos reagiram de maneira diferente ao gradiente térmico. O fato de que
linhagens diferentes respondem diferencialmente as condi¢des ambientais corrobora o
que Lewontin (2001) argumenta contra uma falacia permeada na sociedade, de que
teoricamente um gendtipo esta predestinado a ser “melhor” que outros em qualquer
condicdo ambiental. Esta falacia parte do pressuposto de que a contribuicdo ambiental
estd em permitir que o gendtipo consiga expressar seu potencial preexistente, o que ele
chama de metafora do “balde vazio”. Os genes determinam o tamanho do balde e o
ambiente determina o volume que ele conterd. Nossos dados ddo mais suporte a vasta

literatura que combate essa ideia (Lewontin 2001, Jablonka & Lamb 2005).

Variagédo dentro das linhagens e stress

Detectamos diferencas na variagéo do tempo de desenvolvimento e da viabilidade,
dentro das linhagens distribuidas nas diferentes temperaturas. Esses dados corroboram
observacdes anteriores, de que caracteristicas diretamente relacionadas a histéria de vida,
em geral, apresentam baixa herdabilidade quando comparadas a caracteristicas

morfoldgicas (Falconer 1981, Hartl & Clark 1997).
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Existe uma tendéncia geral de que, sob situacdes de estresse, aumente a variacao
na expressdo do fendtipo (Hoffmann & Parsons 1997, Imasheva et al. 1998). Nesse
contexto, os coeficientes de variacdo (CV) podem ser utilizados como medidas de

estresse, tendo em vista que eles quantificam a variacdo dentro de uma mesma linhagem.

O aumento na varia¢do da plasticidade em populacdes de Drosophila que se
desenvolvem sob condi¢des ambientais adversas pode ser um resultado da disruptura da
homeostase do desenvolvimento (canalizacdo), de causas genéticas, ou de ambas. Cada
caracteristica apresentou um comportamento especifico quanto a variabilidade (CV) ao
invés de seguir a regra geral “temperaturas intermedidrias apresentam menor
variabilidade”. Existem muitos trabalhos na literatura que corroboram essa tendéncia,
mas hd uma variacdo quanto a caracteristica analisada, a espécie utilizada e as
temperaturas empregadas (Gebhardt & Stearns 1992, David et al. 1994, Delpuech et al.

1995, Imasheva et al. 1998, Bubliy & Loeschcke 2000, Imasheva et al. 2000).

As caracteristicas avaliadas neste trabalho apresentaram temperaturas estressantes
especificas. O tempo de desenvolvimento, por exemplo, variou mais nas temperaturas
mais altas, enquanto que a viabilidade variou mais a 14 °C e o nimero de ovariolos foi
mais variavel nas duas temperaturas extremas, diferentemente do que foi encontrado por
Delpuech et al. (1995). A viabilidade maior na temperatura mais alta, se comparada a
temperatura mais baixa, também foi encontrada para D. melanogaster (Imasheva et al.
1998). Isto indica que 14°C é uma temperatura de maior stress que 28°C para D. cardini.
Utilizando os resultados obtidos, acreditamos que as temperaturas extremas (14°C e 28°C)
sdo temperaturas estressantes para D. cardini, sendo 14°C mais que 28°C. No0ss0sS

resultados, portanto, corroboram a relacdo entre variacao e estresse.
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Por fim, este estudo corrobora dados da literatura que sugerem que o efeito do
estresse na variagdo € especifico para cada caracteristica (Murphy et al. 1983, Gebhardt
& Stearns 1988, Gebhardt & Stearns 1992, David et al. 1994, Imasheva et al. 1998,
Hoffmann & Merild 1999, Bubliy & Loeschcke 2002, Bubliy & Loeschcke 2005). O

resultado mais evidente é de que 14° C é, de fato, uma temperatura estressante.

Temperatura 6tima

O programa adaptacionista defende a ideia de que ha uma otimizacéo fenotipica
para o ambiente onde o0 organismo se encontra, em detrimento dos limites impostos pelo
desenvolvimento (Gould & Lewontin 1979). No entanto, cada caracteristica que
avaliamos no presente trabalho apresentou respostas diferentes, em todos os aspectos, seja
para a forma da norma de reacdo e seus valores caracteristicos (gi, MV e TMV), seja para
0s outros resultados obtidos a partir das diferentes analises. Como apontado por (Parker
& Smith 1990) “os modelos de otimizacdo devem ser utilizados para nos ajudar a testar
conhecimentos sobre as limitagdes biologicas que influenciam o resultado final da
evolucdo; servem para entendermos melhor as adaptacfes e ndo para demonstrar que a
selecdo natural produz solugdes Otimas”. Tendo isso em mente, 0 resultado da integracéo
das trés caracteristicas avaliadas neste trabalho reforca a ideia de que a expressdo
fenotipica esta limitada pelo desenvolvimento. A temperatura étima (22,5°C) foi diferente
das TMVs das caracteristicas isoladas; por isso na busca de avaliar as temperaturas

Otimas, deve-se fazé-lo através do estudo a partir do organismo como um todo.

Em alguns casos, o ponto 6timo das normas de reacao € relativamente facil de ser
encontrado. Quando ha um controle dependente da densidade, o que ja foi demonstrado

para Drosophila (Chippindale et al. 1993, Leips & Travis 1999) a melhor estratégia é
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maximizar o tamanho de sua prole ao longo da vida (McNamara & Houston 1996).
Visualizar caracteres relacionados a histdria de vida de maneira integrada € uma maneira

de explicar a adaptacédo fenotipica (Stearns 1992).

Na literatura existe mais esforco em discussGes semanticas e conceituais sobre 0s
limites impostos pelo desenvolvimento do que em investigacfes empiricasSchlichting &
Pigliucci (1998). Como a construcdo dos sistemas do desenvolvimento limitam a
expressao fenotipica? Essa € pergunta que continua sem resposta, mas trabalhos como o
nosso agregam ainda mais resultados importantes que apontam no sentido de que as

caracteristicas sao limitadas pelo desenvolvimento.

Consideracoes finais

A plasticidade fenotipica € vista ainda como como uma faceta importante da
adaptacdo a condicdes variaveis. Em ambientes como o Cerrado, por exemplo, onde ha
uma sazonalidade muito marcada, a plasticidade fenotipica pode desempenhar um papel
extremamente importante. Para organismos cujo ciclo de vida € muito curto, mais curto
que as mudancas climaticas, a capacidade de expressar fendtipos alternativos pode ser
extremamente vantajosa. Diz-se que a sazonalidade do Cerrado é previsivel por
apresentar duas estacdes bem definidas, mas a previsibilidade deve ser analisada de
acordo com o tempo de vida dos organismos que sdo submetidos a ela. Em casos de
insetos cujos ciclos de vida s@o longos o suficiente para perceber essa mudanca, a simples
procura de microclimas mais adequados pode ser a medida mais eficiente. Drosofilideos
apresentam ciclo de vida muito curto e dependem de recursos que, em geral, sdo efémeros
(Powell 1997, Markow & O'Grady 2005). Em vista disso, a plasticidade fenotipica por

parte destes organismos pode ser uma excelente estratégia de sobrevivéncia.
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A distribuicdo ampla de Drosophila cardini pode ser explicada, pelo menos em
parte, pela sua plasticidade fenotipica. Muitos trabalhos discutem a relacdo da
plasticidade fenotipica e as invasfes biologicas, aléem das possibilidades futuras em
funcdo das mudancas climaticas que acarretam em mudancas ambientais (Lee 2002,

Chown et al. 2007, Chown et al. 2010, Sobek-Swant et al. 2012, Pahl et al. 2013).
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Material Suplementar

S7



Coleta (IBGE)

\

Triagem (grupo cardini)

Aclimatacio as condigbes
laboratoriais (25 °C) por trés dias.

k.
Formacdo aleatoria
das linhagens
isofémea a partir das
moscas coletadas

12 Geragdo de 22 Geracdo de
laboratdério > laboratdrio
(F1) (F2)

Figura S1. Esquema da primeira parte do desenho experimental

Coleta e estabelecimento
das linhagens isoféemea

Um total de 22 linhagens foram
estabelecidas e apresentaram
20 ou mais casais e utilizadas
=¥ como parentais dos individuos

experimentais

Apds o estabelecimento da F2,
um macho de cada linhagem
foi utilizado para identificacdo
especifica.
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(F2)

Linhagem 1

Réplica 1 / Réplik.

10 casais

10 casais

IS

14 °C
(60 ovos)

17 °C
(60 ovos)

21°C

(60 avos)

25°C
(60 ovos)

28 °C
(60 ovos)

Esquema da coleta de ovos
e etapas subsequentes das
coletas de dados.

Contagem
do
nimero
de
ovariolos

Apos alguns
diasa21°C

Figura S2. Esquema da segunda parte do desenho experimental.

L4

Adultos
Emersos
(F3)
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RECEITA MEIO DE CULTURA DE FUBA

1 — Separe duas panelas: uma para o fub4 e a outra para o &gar.
2 — Misture na PANELA DE FUBA (panela final):

e 450 ml de &gua fria

e 70 g de fubé de milho

e 19 g de fermento biol6gico seco
3 — Reserve a panela de fuba por trés minutos e leve ao fogo
4 — Mistrua na PANELA DE AGAR:

e 500 ml de &gua fria

e 14 gdeégar
4 — Agite bem e aqueca, sempre misturando o contetdo, até que o liquido se
torne transparente. (esta etapa vai determinar a rigidez do meio. Quanto mais
tempo em fogo o &gar ficar, mais rigido o meio se tornara). Adicione 40g de
acucar mascavo e continue até atingir o ponto. Em caso de ddvida, quando a
mistura iniciar a fervura é um ponto de referéncia.
5 — Transfira o conteido da panela de agar para a panela de fuba. Ferva em
fogo baixo por 10 a 15 minutos ou até chegar no ponto (mistura densa)
6 — Desligue o fogo, aguarde a mistura esfriar até 70°C e adrescente 1,5 g de

Nipagim.
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RECEITA GRUPO JEAN-DAVID

Ingredientes:

15 g de agar

115 g de fermento bioldgico seco
110 g de fuba de milho

5,75 g de Nipagim

1000 g de a4gua

1 — Adicione agar a panela com &gua até o inicio da fervura
2 — Adicione o fuba e o fermento biol6gico e mexa até atingir consisténcia
3 - Desligue o fogo, aguarde a mistura esfriar até 70°C e adrescente 1,5 g de

Nipagim.

RECEITA MEIO DE CULTURA SIMPLIFICADO
15 g de agar

100 g de fermento bioldgico seco

150 g de agucar

1,5 g de Nipagim.

1 — Ferver 4gua + agar
2 — Adicionar fermento e aguardar aproximadamente 10 minutos
3 — Desligue o fogo, aguarde a mistura esfriar até 70°C e adrescente 1,5 g de

Nipagim.
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Tabela S1. Estatisticas descritivas do tempo de desenvolvimento de ovo a adulto (dias).

Todas as linhagens foram agrupadas.

Temperatura N de casos Média Erro padrdo da média Desvio Padrédo

28

25

21

17

14

283

458

626

392

117

10,809

11,284

16,051

28,296

43,291

0,059

0,057

0,056

0,092

0,234

0,996

1,224

1,395

1,816

2,533

Tabela S2. Estatisticas descritivas do nimero de ovariolos. Todas as linhagens foram

agrupadas.

Temperatura N de casos Média Erro padrdo da média Desvio Padrédo

28

25

21

17

14

130

213

237

175

45

39,892

46,07

49,059

50,657

42,711

0,416

0,29

0,287

0,352

1,061

4,745

4,234

4,418

4,651

7,118

62



Tabela S3. Estatisticas descritivas da viabilidade. Todas as linhagens foram agrupadas.

Temperatura N de casos Media Erro padrdo da média Desvio Padrdo

28 32 0,156 0,021 0,119
25 32 0,318 0,029 0,162
21 32 0,373 0,027 0,152
17 32 0,28 0,023 0,132
14 32 0,062 0,011 0,061

Tabela S4. Anova de 2 fatores do tempo de desenvolvimento. df = graus de liberdade,

SS = soma dos quadrados, MS = quadrados médios.

df SS MS F p
Temperatura 4 51,126 12,781 10,603,812 <0,01
Isofémea 11 0,144 0,013 10,847 <0,01

Temperatura*Isofémea 44 0,240 0,005 4,530 <0,01

Residuo 1,816 2,189 0,001
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Tabela S5. Anova de 2 fatores do nimero de ovariolos. df = graus de liberdade, SS =

soma dos quadrados, MS = quadrados médios.

df SS MS F-Ratio p-Value
Temperatura 4 10139,22 2534,805 131,352 <0,01
Isofémea 11 1094,004 99,455 5,154 <0,01

Temperatura*Isofémea 44 1481,851 33,678 1,745 0,002

Residuo 740  14280,37 19,298

Tabela S6. Anova de 2 fatores da viabilidade. df = graus de liberdade, SS = soma dos

quadrados, MS = quadrados médios.

df SS MS F-Ratio p-Value
Temperatura 4 3,848 0,962 34,297  <0,01
Isofémea 11 0,622 0,057 2,016 0,034

Temperatura*Isofémea 44 0,691 0,016 0,560 0,984

Residuo 100 2,805 0,028




Tabela S7. Parametros polinomiais das funcdes que descrevem o tempo de desenvolvimento (dias), nimero de ovariolos e viabilidade das 12 linhagens
isofémea utilizadas e valores caracteristicos derivados das fun¢des. MV = valor maximo ou minimo, TMV = Temperatura de valor maximo ou minimo.

Tempo de desenvolvimento Numero de ovariolos Viabilidade

Isofémea g0 gl g2 T™MV MV go gl g2 TMV MV go gl g2 T™MV MV
1 180.234 -12.876 0.244 26.3852 10.3658 -19.415 6.987 -0.176 19.8494 49.929 -3.47 0.387 -0.009 21.5 0.69025
2 162.558 -11.542 0.219 26.3516 10.4829 -58.981 10.834 -0.26 20.8346 53.8801 -2.706 0.306 -0.007 21.8571 0.63814
3 166.237 -11.952 0.23 259826 10.9649 -43.631 9.299 -0.226 20.573 52.0232 -4.029 0.447 -0.01 22.35 0.96623
4 159.853 -11.484 0.221 259819 10.6649 -10.747 5.747 -0.141 20.3794 47.8133 -3.124 0.36 -0.009 20 0.476

5 151.609 -10.664 0.202 26.396 10.8653 -19.677 7.247 -0.186 19.4812 50.9131 -2.057 0.236 -0.005 23.6 0.7278
6 147172 -10.33 0.195 26.4872 10.3657 -29.829 7.633 -0.188 20.3005 47.648 -2.64 0.309 -0.007 22.0714 0.77004
7 156.488 -11.173 0.214 26.1051 10.6516 9.185 4.453 -0.119 18.7101 50.843 -2.603 0.31 -0.007 22.1429 0.82914
8 157.486 -11.259 0.215 26.1837 10.0847 -5.256 5.207 -0.127 205  48.1158 -2.39 0.268 -0.006 22.3333 0.60267

9 159.145 -11.297 0.215 26.2721 10.7471 10.261 4.322 -0.114 18.9561 51.2252 -2.734 0.324 -0.008 20.25 0.5465
10 168.095 -12.153 0.234 259679 10.3008 -2.955 5.868 -0.156 18.8077 52.2268 -2.352 0.272 -0.006 22.6667 0.73067
11 170.496 -12.371 0.239 25.8808 10.4106 -20.096 7.205 -0.182 19.794 51.2117 -3.398 0.372 -0.008 23.25 0.9265
12 168.062 -12.17 0.234 26.0043 9.826 -72.704 11.705 -0.276 21.2047 51.3966 -3.099 0.359 -0.008 22.4375 0.92853
Média 162.3 -11.6 0.2 26.2 10.5 -22.0 7.2 -0.2 19.9 50.6 -2.9 0.3 0.0 22.0 0.7
Erro padréo 2.6 0.2 0.0 0.1 0.1 7.4 0.7 0.0 0.2 0.6 0.2 0.0 0.0 0.3 0.0
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Tabela S8. Parametros polinomiais das fungdes que descrevem valor adaptativo e tempo de
desenvolvimento de cada linhagem isofémea de D. cardini. gif = pardmetros do valor adaptativo; gid =
parametros tempo de desenvolvimento; TMF = temperatura de maior valor adaptativo potencial; TMT
= temperatura de menor tempo de desenvolvimento; TMD = temperatura de maior diferenga entre

tempo de desenvolvimento e valor adaptativo potencial.

Valor adaptativo Tempo de

Isofemea potencial desenvolvimento

gof gif g2f TMF (°C) g0d gld g2d TMT (°C) TMD (°C)

Isofémea 1 -6,82 0,747 -0,018 20,75 3,791 -0,274 0,005 27,40 22,20
Isofémea2  -6,727 0,719 -0,017 21,15 3,66 -0,259 0,005 25,90 22,23
Isofémea 3 -6,74 0,724 -0,017 21,29 3,724 -0,268 0,005 26,80 22,55
Isofémea4  -5985 0,661 -0,016 20,66 3,725 -0,266 0,005 26,60 22,07
Isofémea5 -5,397 0,603 -0,014 2154 3,727 -0,267 0,005 26,70 22,89
Isofémea6  -6,083 0,665 -0,016 20,78 3,796 -0,274 0,005 27,40 22,36
Isofémea 7 -551 0,622 -0,015 20,73 3,79 -0,273 0,005 27,30 22,38
Isofémea 8 -563 0585 -0,013 2250 3,715 -0,265 0,005 26,50 23,61
Isofémea9  -5,202 0,582 -0,014 20,79 3,733 -0,268 0,005 26,80 22,37
Isofémea 10 -6,475 0,709 -0,017 20,85 3,795 -0,274 0,005 27,40 22,34
Isoféemea 1l -6,381 0,687 -0,016 21,47 3,899 -0,286 0,006 23,83 22,11
Isofémea 12 -5234 0,583 -0,014 20,82 3,818 -0,276 0,005 27,60 22,61

Média -6,193 0,676 -0,016 20,75 3,747 -0,269 0,005 27,80 22,50

Erro padrao 0.1 0.01 <0.01 0.1 0.01 <0.01 <0.01 0.2 0.1
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