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Resumo

A dindmica da adaptacdo ao cativeiro ¢ um tema que tem gerado alguma controvérsia na
area da Evolucdo Experimental. Nesta tese abordam-se diversos aspectos da dindmica da
adaptacdo ao laboratdrio, tragando trajectorias evolutivas para caracteristicas da historia da
vida em populagdes de Drosophila subobscura. Os principais aspectos focados sdo 1) a
importancia de efeitos temporais e geograficos (diferentes anos e locais de fundacdo) na
dindmica evolutiva inicial na adaptagdo ao laboratério, 2) a comparagdo dessa dindmica
quando analisada quer pelo método da evolu¢ao em tempo real, quer quando inferida através
do método comparativo, ¢ 3) a existéncia de diferencas entre populacdes ha mais e menos
tempo em laboratorio, em termos de fecundidade, resisténcia a inani¢do, comportamento e
tamanho do corpo do adulto. Os resultados sugerem um padrio geral de adaptagdo nas
populacdes fundadas até 2005, embora as respostas evolutivas de algumas caracteristicas
possam ser afectadas pelo ano e/ou local de fundacdo. Observou-se ainda uma falha na
capacidade de previsdo das dindmicas evolutivas tracadas pelo método comparativo, quando
introduzida a fundagdo CW. Os resultados da comparagdo da diferenciagdo de populagdes ha
mais e menos tempo em laboratorio sugerem que, apesar de ndo haver diferengas no tamanho
do adulto, fecundidade e resisténcia a inani¢do, existem diferencas no comportamento dos
machos durante o acasalamento. No compto geral este trabalho mostra o papel preponderante
da seleccdo natural durante a adaptacdo ao laboratdrio, apesar de existirem contingéncias,
ilustradas na similaridade inesperada de populacdes recém-introduzidas e populagcdes ja
estabilizadas no laboratorio. Este problema apenas refor¢a o facto de ser necessario cuidado
com as inferéncias a tirar a partir de estudos evolutivos, nomeadamente quando ¢ utilizado o
método comparativo, apelando a um estudo mais diversificado de caracteristicas relacionadas
com a fitness, de modo a obter uma caracteriza¢do mais fina e precisa das dindmicas

evolutivas subjacentes ao laboratodrio.

Palavras chave: adaptagcdo ao laboratodrio, trajectorias evolutivas, Drosophila subobscura,

caracteristicas da historia da vida, comportamento, morfologia.
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Abstract

The dynamics of adaptation to captivity has raised some controversial issues in the area
of Experimental Evolution. In this thesis I tackle different aspects of evolutionary dynamics
of adaptation to the laboratory environment, by generating real time evolutionary trajectories
of life history traits for Drosophila subobscura populations. The main issues are 1) the impact
of temporal and geographical effects of foundation in the initial dynamics of laboratory
evolution (i.e. repeatability of the adaptive process); 2) the comparison of evolutionary
dynamics analysed either with comparative or with real time evolution, and 3) the existence
of differences in traits like fecundity, starvation resistance, behaviour and adult body size
between populations recently founded and longer established in the laboratory. The results
point to a general adaptive response in populations founded until 2005, although evolutionary
responses of some traits can be influenced by year and/or local of foundation. It was also
observed a lack of consistence between the dynamics inferred through comparative method
and evolutionary trajectories, suggesting a low predictive capacity of the first. The
comparison of initial differentiation between recently founded and a longer established
population suggests that, although there aren’t differences in adult body size and life history
traits, there are some differences between these populations in male mating ability. This work
shows that natural selection plays a major role in adaptation to laboratorial environment,
although there are some contingencies during the study of this process, as illustrated by the
unexpected similarity of CW and NW populations in their initial performance. This issue
strengthens the need for caution when making evolutionary inferences, especially if using the
comparative method. It also enlightens the necessity to pursue a more diversified study of
fitness related traits in different populations, so that there can be more precise characterization

of evolutionary dynamics subjacent to laboratory adaptation.

Keywords: laboratory adaptation, evolutionary trajectories, Drosophila subobscura, life

history traits, behaviour, morphology.
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Introducao Geral

A Biologia Evolutiva ¢ a drea da biologia que tem como principais objectivos descrever
e analisar a histdria evolutiva de todos os organismos € 0s processos, mecanismos € causas
subjacentes, explicando a diversidade bioldgica existente na actualidade, que existiu

anteriormente, € que podera surgir no futuro, a varios escalas de perspectiva (Futuyma, 1998).

Adaptacio e Evolucdao Experimental

A Evolugdo Experimental é, por exceléncia, a area da Biologia Evolutiva que estuda os
processos adaptativos de populacdes, mais especificamente, as mudangas a nivel
microevolutivo que caracterizam os processos de adaptacio a um novo ambiente
(Chippindale, 2006), permitindo o estudo dos processos evolutivos através da observagdo
directa e da experimentagdo de hipoteses com modelos concebidos para controlar factores e
permitir extrair conclusoes estatisticamente validas (Futuyma, 1998; Chippindale, 2006). Um
dos objectivos dos estudos de Evolu¢do Experimental ¢ caracterizar as potencialidades das
populacdes em responder directamente a selec¢do, tendo a maioria das caracteristicas uma
resposta significativa quando sob o efeito de seleccdo direccional. Assim, um dos
mecanismos mais utilizados € a imposicao de regimes selectivos em populagdes laboratoriais,
mantidas hd j4 um elevado nimero de geragdes noutras condigdes ambientais, levando
eventualmente a divergéncia entre populagdes ancestrais e seleccionadas (Rose, 1984; Rose &
Lauder, 1996; Chippindale, 2006). Outro aspecto a ter em conta ¢ a existéncia de alteragdes
evolutivas em caracteristicas que nao estdo a ser directamente seleccionadas, mas que podem
apresentar correlagdes genéticas com algumas caracteristicas directamente relevantes para a
fitness. Por vezes podera ocorrer uma quebra no desempenho de caracteristicas funcionais,
explicada pela presenca de trade-offs entre caracteristicas. Isto pode ndo ocorrer quando
populagdes se adaptam a um novo ambiente, ja que o conjunto de novos factores ambientais
pode gerar correlagdes genéticas positivas entre caracteristicas da historia da vida, sobretudo
numa fase inicial da adaptacdo (Chippindale et al, 1996; Prasad & Joshi, 2003; Chippindale,
2006).

Existem diversas aproximagdes através das quais se pode estudar a evolugdo de
populagdes. Entre elas, a seleccdo natural em laboratorio surge como um método muito eficaz
para o estudo de respostas evolutivas durante a adaptagdo. Este método implica que os
organismos sdo colocados num ambiente especifico e deixados a evoluir, ndo havendo uma

accdo directa do investigador para seleccionar fenotipos (ac¢do essa que ocorre em selecgdo



artificial). Neste tipo de estudos podem ser aplicados diversos regimes, como por exemplo:
regimes demograficos com diferentes densidades, resisténcia a varios factores de stress
ambiental, etc. (e.g. Folk & Bradley, 2005, mas ver mais em Rose & Lauder, 1996; Prasad &
Joshi, 2003; Fuller et al, 2005; Chippindale, 2006).

Os estudos mais abundantes no ambito da Evolu¢do Experimental sdo os de evolucao
divergente (em ambientes contrastantes, ou entre um ambiente ancestral ¢ um novo). Estudos
de evolugcdo convergente sdo muito menos abundantes, sendo as experiéncias mais
emblematicas as de reversao evolutiva (e.g. Teotonio & Rose, 2000; Teotonio et al, 2002). O
teste a convergéncia ¢ feito através da reimposicao de regimes selectivos da populagdo
ancestral a populagdes que sofreram um processo divergente. Isto permite determinar a
importancia da historia das populacdes na capacidade adaptativa, nomeadamente, na sua
capacidade de retornar aos picos adaptativos do seu passado. Este regresso as origens sera
devido a uma selec¢cdo uniforme, o que ¢ de esperar que possibilite a convergéncia entre
regimes. No entanto, existem alguns exemplos de estudos de adaptacdo em que a aplicagdo de
uma seleccdo uniforme ndo leva a convergéncia entre populacdes (e.g. Cohan, 1984a e b;
Cohan & Hoffmann, 1989).

Devem ser tidos em conta diversos parametros ao realizar um estudo de evolugdo
experimental. E fundamental a escolha do organismo modelo a utilizar, que depende muito
das questdes que se pretende abordar. E essencial ter em conta parimetros como, por
exemplo, o tipo de reproducdo, o tempo de geracdes e a facilidade de manutengdo. O
organismo sexuado com maior utilizagdo ¢ a Drosophila, devido a sua facil manutencgao,
geragOes rapidas e ao estudo extensivo do qual tem sido alvo, levando a uma forte base de
conhecimentos aos mais diversos niveis (Chippindale, 2006).

Outro aspecto essencial, em estudos de Evolu¢do Experimental, ¢ a replicacdo, uma vez
que ¢ fundamental para testar a repetibilidade dos processos evolutivos que sdao derivados da
aplicacdo de regimes selectivos. Uma vez que, a unidade de estudo, em evolugdo
experimental, ¢ a populagao, esta ¢ também a unidade de replicacao (Chippindale, 2006).

Como a maior parte dos estudos, sejam convergentes ou divergentes, sdo feitos em
regimes de seleccdo, um outro aspecto essencial, em evolucdo experimental, ¢ comparar
populacdes que estdo a sofrer o processo e adaptagdo com populagdes estaveis, quer por
estarem ja adaptadas ao novo ambiente ou por serem populagdes ancestrais. O tipo de
controlo a utilizar depende dos estudos a realizar: em estudos de divergéncia, os controlos

utilizados sdo as populagdes ancestrais das que estdo a ser seleccionadas, e devem estar



adaptadas ao ambiente inicial. Em estudos de convergéncia os controlos deverdo estar
estabilizados no ambiente ao qual as novas populacdes estdo a adaptar-se.

Outros factores a ter em conta, em estudos de Evolugao Experimental, sdo o tamanho das
populacdes e o tipo de manutencdo destas. O tamanho populacional deve ser grande de modo
a minimizar os efeitos da deriva genética e depressdo. O tipo de manutencdo deve ser

padronizada para todos os factores, exceptuando aqueles para os quais esta a haver seleccao.

Evolucdo de Caracteristicas

Uma vez que um dos objectivos da Biologia Evolutiva ¢ explicar a diversidade evolutiva
dos organismos vivos, ¢ necessario estudar a evolucdo das caracteristicas que permitem aos
organismos, directa ou indirectamente, sobreviver e reproduzir-se. Isto inclui caracteristicas
da historia da vida (como por exemplo o numero e tamanho da descendéncia, a idade de
reproducdo e o tempo de vida), morfoldgicas (tamanho e forma do corpo), fisioldgicas e
comportamentais (de aquisi¢do de recursos, acasalamento e fuga), etc (Futuyma, 1998). O
tipo de caracteristicas a estudar depende das perguntas a que se quer responder. Por exemplo,
em estudos de adaptacdo sdo frequentemente utilizadas caracteristicas que estdo relacionadas
com a fitness, como, por exemplo, a fecundidade, o nimero de descendentes gerados por cada
organismo, o comportamento de acasalamento, a resisténcia ao stress, o comportamento de
exploragio de recursos e de fuga ou o tamanho do corpo. E de esperar que, 2 medida que os
organismos se adaptam ao novo ambiente, exista um melhoramento proporcional destas
caracteristicas, aumentando o desempenho dos individuos. E no entanto importante nio
esquecer que estas caracteristicas poderao sofrer efeitos devido a trade-offs, que poderdo levar
a diminuicdo de algumas caracteristicas em detrimento de outras, mais fortemente
seleccionadas (Rose, 1984; Rose & Lauder, 1996).

O tamanho do corpo ¢ muito estudado devido as implicagdes que pode ter na fisiologia e
morfologia dos organismos. Numerosos factores sdo influenciados por esta caracteristica tais
como, por exemplo, organismos pequenos levam menos tempo até a maturagdo, precisam de
menos alimento, embora a sua fecundidade seja em geral menor. Por outro lado organismos
maiores podem carregar maior quantidade de ovos, armazenar mais nutrientes, embora
tenham de arranjar maior quantidade de alimento (Futuyma, 1998).

Os comportamentos sdo caracteristicas complexas, que muitas vezes nio apresentam
uma evolugdo simples. Pensa-se que o comportamento de acasalamento, devido a sua

importancia para a reproducdo, sofre uma forte pressdo selectiva (Futuyma, 1998). Varios



estudos tém sido feitos em Drosophila de modo a caracterizar os diferentes tipos de
comportamento ¢ a sua determinagao genética (Smith, 1956; Singh & Singh, 2003; Mackay et
al, 2005; Markow & Grady, 2005; Mueller et al, 2005; Edwards et al, 2006). No entanto,
existem relativamente poucos estudos em que se caracterize a evolugdo do comportamento
durante a adaptacdo a um novo ambiente (Grant & Mettler, 1969; Steele, 1986a ¢ b;
Sokolowsky et al, 1997; Huey et al, 2003; Mueller et al, 2005).

Adaptacdo ao Laboratério

A utilizagdo do laboratério como um ambiente propicio ao estudo da dindmica evolutiva
durante a adaptacdo tem sido alvo de criticas por parte de alguns autores (Harshmann &
Hoffmann, 2000). Isto devido tanto aos resultados dispares obtidos entre diversos laboratorios
e/ou investigadores, como devido as questdes que podem ser respondidas com este tipo de
estudos. No entanto ¢ importante ndo esquecer que o laboratorio “apenas” mais um tipo de
ambiente no qual se pode ver a evolucdo de populagdes, gerando resultados ao nivel
microevolutivo e permitindo identificar e caracterizar as mudangas fenotipicas, alélicas ou
mesmo genomicas, que ocorrem durante este processo (Matos et al, 2000a).

O método comparativo tem sido frequentemente utilizado para inferir dindmicas
evolutivas de populacdes a adaptar-se ao ambiente de laboratério (Sgro & Partridge, 2000;
Hoffmann et al, 2001; Gilligan & Frankham, 2003; Griffiths et al, 2005). Neste método,
populagdes introduzidas no ambiente laboratorial sdo comparadas sincronizadamente,
assumindo-se que estdo em diferentes estados do processo de adaptacdo, sendo utilizadas para
tracar a trajectdria evolutiva, como se fossem apenas uma populagdo em alteragdo temporal.
O pressuposto base destes estudos ¢ que populagdes, recolhidas em diferentes tempos, ao
adaptarem-se ao mesmo ambiente, terdo a mesma trajectoria evolutiva, o que pode ndo ser
valido (Matos et al, 2004; Simoes et al, 2007b).

O estudo de evolugdo em tempo real ¢ um método muito menos utilizado, uma vez que é
mais moroso ¢ demorado que o método comparativo. Neste tipo de estudos sdo tragadas
trajectorias evolutivas desde a introdugdo das populagdes no laboratorio, ao longo de varias
geragdes, proporcionando um estudo detalhado da dindmica evolutiva das mesmas. Esta
metodologia permite testar o pressuposto de convergéncia, assim como analisar uma série de
outras questdes evolutivas, como a repetibilidade dos processos evolutivos, a importancia do
efeito fundador e do fundo genético das populacdes naturais, a evolugdo a longo prazo, etc.

Infelizmente, poucas equipas utilizam esta metodologia, e as excepgdes envolvem em geral



um periodo reduzido de geragdes (e.g. Hercus & Hoffmann, 1999; Krebs et al, 2001). A
equipa no ambito da qual foi elaborada esta tese, tanto quanto se sabe, ¢ a que possui 0s
estudos mais longos de adaptagdo ao laboratério (Matos et al, 2000a, 2002, 2004; Simdes et
al, 2007a, b).

Ao longo de mais de quinze anos, essa equipa tem analisado a evolugdo durante a
adaptag@o ao laboratério de populagdes de Drosophila subobscura desde a sua fundagao a
partir de colheitas na Natureza (Matos et al, 2000a, 2002, 2004; Simdes et al, 2007a, b). Até
agora tém sido, estudadas diversas caracteristicas da histéria da vida, em varias populacdes
fundadas a partir de diferentes locais e/ou anos. Estes trabalhos tém permitido nao sé analisar
a dinamica evolutiva destas caracteristicas durante a adaptagcdo ao laboratorio, como testar a
semelhanga entre taxas e padroes evolutivos entre populagdes com diferentes fundagdes, quer
a curto quer a longo prazo. Isto ¢ feito através da andlise dos valores médios das
caracteristicas da historia da vida ao longo de diversas geragdes, utilizando-os para tracar
trajectorias evolutivas em tempo real. O primeiro estudo com replicagdo foi iniciado em 1998,
quando foi feita a fundagdo NW e envolvendo as populagdes B (fundadas em 1990) como
populagdes de referéncia (controles) — que passou a chamar-se NB quando foi feita a
replicacdo da fundacdo NW . Ambas as fundagdes foram originadas por uma colheita num
pinhal perto da Adraga, Sintra — ver figura A para uma filogenia mais detalhada das
populagdes em laboratorio. Com estas populagdes foi feito um estudo das trajectorias
evolutivas, observando-se, o aumento geral do desempenho em vérias caracteristicas da
historia da vida, aproximando-se os valores da populacio NW aos da populacdo controlo
(Matos et al, 2002). Na comparagao das primeiras 14 geragdes destas populagdes e de uma
anterior (estudo ndo replicado, ver Matos et al, 2000a), observou-se diferengas nas taxas e
padrdes evolutivos. Estas diferengas foram atribuidas a mudangas na populacdo natural e/ou
nas condigdes experimentais no laboratorio (Matos et al, 2002). Também com estas
populacdes, foi testada a capacidade de previsdo de dinamicas evolutivas do método
comparativo, quando em comparacado com o método de evolugao em tempo real. Nesta
comparacdo, verificou-se que, para caracteristicas directamente relacionadas com a fitness, o
método comparativo conseguia prever as padrdes evolutivos, ndo sucedendo o mesmo, no
entanto, para caracteristicas mais complexas (Matos et al, 2004).

O passo seguinte foi tentar responder as questdes da repetibilidade do processo evolutivo
e de quais os factores que poderiam levar a diferencas entre padrdes evolutivos. Para tal, foi

feita uma nova recolha, utilizando como locais de fundagdo a populagdo natural de Sintra, que



deu origem ao regime TW, e a populagdo natural da Arrabida, que deu origem ao regime AR.
Com estas populagdes, procurou-se testar a existéncia de diferengas nos padrdes de evolugdo
e nas dindmicas adaptativas entre populacdes fundadas sincronicamente, mas provenientes de
locais diferentes. Os resultados da analise das trajectorias evolutivas, da diferenciacdo inicial
e da taxa evolutiva apontam para diferencas na dindmica adaptativa inicial entre populacdes

de diferentes locais (Simdes et al, 2007a).
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Fig. A — Filogenia de todas as populagdes presentes no laboratorio, respectivos anos e
locais de fundag@o. As populagdes NB e NW sdo as utilizadas como referéncia. No
momento de fundacdo da CW as populagdes de Sintra: NB (1990), NW (1998), TW
(2001), FWA e FWB (2005) estavam, respectivamente, na geragdo 201, 111, 65, 20. As
populagdes da Arrabida, AR (2001), NARA e NARB (2005) estavam nas geragoes 65 e
20. No final de 2006 as populacdes FWB e NARB foram extintas.

Assim, a conclusdo geral, at¢ ao momento, ¢ a de que existe uma clara dindmica
adaptativa durante a evolu¢do no laboratério, bem como uma convergéncia evolutiva entre
populacdes, embora com diferengas entre caracteristicas e taxas evolutivas entre populagdes
(Matos et al, 2004; Simdes et al, 2007a). Nesta tese sdo aprofundadas as diversas questdes
abordadas nesses estudos, envolvendo: 1) mais geragdes em estudos a longo prazo; 2) mais
fundagdes, incluindo duas fundagdes sincrones de cada um dos dois locais antes estudados; e
3) mais caracteristicas, incluindo comportamento e morfologia.

Nesta tese as questdes principais que se abordam sao, assim:

- Em trabalhos anteriores observaram-se diferencas entre a dindmica evolutiva de

fundagdes em anos diferentes e locais separados, no entanto nao pode ser excluida a hipdtese



de estas diferengas serem devido a efeitos de amostragem. Qual a relevancia das diferengas de
fundagdo das populacdes na sua dindmica evolutiva inicial? No caso de diferencas espaciais,
qual a contribui¢ao de efeitos fundadores de amostragem versus efeitos geograficos (inerentes
as populagdes naturais)? Serd que existe repetibilidade na adaptagdo ao laboratdrio?

- O método comparativo ¢ muitas vezes utilizado para estudar trajectorias evolutivas de
populacdes a adaptarem-se a0 mesmo ambiente. A semelhanca de trabalhos anteriores (Matos
et al, 2004) serdao comparadas ‘trajectorias evolutivas’ obtidas com este método com as
obtidas através da andlise em tempo real. Serd que com um maior nimero de geragdes e
fundacdes a consisténcia demonstrada anteriormente pelo método comparativo se mantém?

- Em trabalhos anteriores, foi demonstrado que o periodo inicial de adaptacdo ao
laboratorio € caracterizado por uma dindmica evolutiva muito intensa. Quando sao
comparadas populagdes ja estabilizadas em laboratorio com populagdes recém-introduzidas,
sera que existem sempre diferengas? Serd a magnitude dessas eventuais diferencas igual para
diferentes fundagoes?

- Os estudos feitos, até agora, mostram que caracteristicas da histéria da vida, como a
fecundidade, sofrem alteracdes significativas durante a adaptagdo ao laboratorio. Sera que
caracteristicas também relacionadas com a fitness, como o comportamento ¢ tamanho do
corpo, sofrem alteragdes ao longo do processo adaptativo? Havera diferencas nessas
caracteristicas em populagdes ha mais e menos tempo em laboratério? De que forma variam
estas caracteristicas? O que sugerem essas eventuais diferencas relativamente a sua relevancia

para a dindmica evolutiva das popula¢des em adaptacao?



1. Contingéncias Evolutivas Durante a Adaptacdo ao

Cativeiro

1.1 - Introducao

Quando sujeitas a uma mudanga de habitat, ou a outro tipo de alteragdo ambiental
significativa, as populacdes tendem a manifestar uma adaptagdo a esse novo ambiente. Esta
pode ser a nivel de diferentes caracteristicas fenotipicas (morfologicas, fisioldgicas ou
comportamentais), mas ocorre sempre no sentido do aumento da fitness relativa para aquele
ambiente especifico, e correspondem a mudangas a nivel da distribuicdo das frequéncias
genotipicas (Matos et al, 2000a).

Espera-se que durante a adaptagdo a ambientes iguais ou semelhantes, diferentes
populagdes manifestem sinais de convergéncia a partir de determinado momento evolutivo. E
também de esperar que populagdes que apresentem diferengas mais acentuadas de fitness na
mudanga para o novo ambiente, apresentem maior taxa evolutiva durante o processo de
convergéncia (Matos et al, 2002; Simoes et al, 2007a). Esta maior taxa evolutiva pode estar
relacionada com pressdes selectivas de maior intensidade devido a um baixo desempenho
médio dos individuos no novo ambiente e ainda (de forma nao exclusiva com a anterior)
devido a uma maior variabilidade genética expressa no novo ambiente.

Embora existam diversas formas de estudar a adaptacdo das popula¢des a um novo
ambiente, o estudo da convergéncia ou evolugdo paralela de populagdes provenientes de
diferentes fundag¢des ou regimes selectivos afigura-se um dos métodos mais robustos e
informativos para este estudo. Estranhamente, sdo encontrados relativamente poucos
trabalhos testando a convergéncia e repetibilidade dos processos de adaptagdo a um mesmo
ambiente (e.g. Teotonio & Rose 2000; Cohan & Hoffmann 1986; Hoffmann & Cohan, 1989;
Matos et al 2000a, 2002, 2004; Simdes et al 2007a). Por outro lado, o papel de factores
aleatorios ou deterministicos durante o processo adaptativo foi abordado por véarios autores,
sem, no entanto, se registarem opinides concordantes, nomeadamente no que refere ao papel
da selec¢do, da historia das populagdes e da deriva durante o processo evolutivo.

Travisano e colaboradores (1995), num estudo com organismos assexuados (Escherichia
coli), estudaram as diferentes contribuigdes da adaptagdo, historia e deriva em diferentes
caracteristicas relacionadas directa e indirectamente com a fitness. Neste trabalho, os autores
testaram a fitness e o tamanho das células apds 1000 geragdes em dois novos ambientes, novo

meio nutricional e nova temperatura, testando-os contra a populagdo ancestral no seu meio



ambiente. Os resultados obtidos apontam para um papel preponderante da selec¢do forte em
caracteristicas directamente relacionadas com a fitness e um papel importante da historia
populacional nas caracteristicas indirectamente relacionadas com a fitness.

Por outro lado, Teoténio € Rose (2000) fizeram um estudo de reversdo evolutiva em 5
regimes selectivos diferentes, em Drosophila melanogaster, de modo a testar a capacidade
destes reverterem ao estado ancestral da populagdo de onde eram provenientes. Para tal,
colocaram-nas no ambiente ancestral durante 50 geracdes e observaram a evolucdo de
diferentes caracteristicas, directa ou indirectamente relacionadas com a fitness, obtendo
resultados diferentes tanto para populagdes, como para caracteristicas. Apesar de serem
observadas quatro tipos de trajectorias evolutivas diferentes (convergéncia ao estado
ancestral; reversao rapida, seguida de stasis sem chegar ao estado ancestral; convergéncia
lenta durante as 50 geragdes sem chegar ao estado ancestral; e auséncia de mudangas
significativas durante as 50 geragdes analisadas) ¢ de sublinhar o papel preponderante da
seleccdo na maior parte das caracteristicas analisadas, embora a historia populacional tenha
um papel ndo negligenciavel na dindmica evolutiva.

Os resultados destes trabalhos apontam para a selecgdo como o principal factor durante a
adaptacdo de populagdes a um novo ambiente, para factores que estejam directamente ligados
a fitness. No entanto, o papel uniformizante da selec¢do foi questionado por Cohan e
Hoffmann (1986) em trabalhos com Drosophila melanogaster. Estes investigadores fundaram
populagdes a partir de 5 localidades diferentes e observaram que, apos seleccdo para
resisténcia ao etanol durante 24 geracdes, houve um aumento das diferencas entre populagdes.
Esta resposta divergente foi atribuida as diferengas entre locais de fundacdo. Nesse estudo
foram, também, encontradas diferencas entre réplicas, nas caracteristicas nao directamente
relacionadas com a fitness. Os autores atribuiram a maioria da heterogeneidade entre réplicas
ao fenomeno de deriva genética, levando a fixacdo ou perda aleatéria de alelos, quando as
caracteristicas ndo eram directamente seleccionadas durante a adaptacdo ao novo ambiente.
Por outro lado, num estudo com Drosophila serrata, Magiafoglou e Hoffmann (2003)
fundaram trés populacdes a partir de trés regides geograficas diferentes, replicando-as e
mantendo-as durante 20 geragdes em laboratorio, apds as quais fizeram selec¢do diferencial
para diferentes tipos de stress térmico, ndo observando diferencas significativas nas respostas
das vérias populagdes.

Uma vertente pouco explorada dos problemas nas fundagdes em laboratério € a do efeito

da amostragem na dinamica evolutiva. Duas amostras da mesma populagdo podem diferir na



adaptacdo local apds fundacdo num novo ambiente comum, sem que as diferengas derivem
das populacdes naturais de origem. Assim, tornam-se necessarios estudos que possam
elucidar melhor se as diferengas de dinamica evolutiva encontradas nas populagdes
provenientes de diferentes locais podem ser explicadas por meros efeitos de amostragem ou
se sdo originadas pela diferenca geografica, que devera ter maiores efeitos.

Resultados contraditdrios, como alguns dos apresentados acima, ou problematicas pouco
abordadas, como por exemplo a do efeito de amostragem, tornam necessarios € prementes
estudos do efeito de fundacdo no processo adaptativo de populagdes a um novo ambiente.

A linha de estudos de Matos e colaboradores tem como por objectivo a caracterizacdo da
adaptag@o ao laboratorio de populagdes de Drosophila subobscura, desde o0 momento da sua
fundacao a partir de populacdes naturais. Em trabalhos anteriores, foram encontradas
diferengas na resposta evolutiva de populacdes derivadas de diferentes fundagdes (Matos et
al, 2002, Simoes et al, 2007), com sugestdo de diferengas de fundo genético das populagdes
derivadas de diferentes anos (Matos et al. 2002) assim como de diferentes locais (Arrabida
versus Sintra, Simdes et al. 2007a). No entanto, como referido acima, pelo menos parte dessas
diferengas poderdo ter sido devidas a efeitos de amostragem na fundagdo das populagdes.
Com o objectivo de discriminar estes diversos efeitos, num projecto iniciado mais
recentemente, foram introduzidas quatro novas fundagdes envolvendo duas colheitas a partir
de cada um dos dois locais estudados previamente (Sintra e Arrabida). A anélise das eventuais
diferengas na resposta evolutiva destas populacdes permitird distinguir o efeito das diferengas
geograficas dos efeitos de amostragem, durante a adaptagdo inicial ao ambiente de
laboratorio.

Os objectivos deste trabalho sdo entdo: 1) tentar discernir se existe repetibilidade do
processo adaptativo, ou se a evolucdo ¢ um processo contingente; 2) testar a existéncia de
diferengas nas respostas evolutivas das populagdes devido a diferengas entre anos, locais e

amostragem nas varias populagdes fundadas.

1.2 - Materiais € Métodos

Fundacdo das populacdes

As populagdes utilizadas neste estudo sdo provenientes de dois locais distintos, Adraga
(perto de Sintra) e Arrabida, sendo que foram fundadas diversas populagdes em anos distintos
(para detalhes da historia da fundagdo das populagdes ver figura A). Em 1990 foram fundadas
as populacdes B, a partir da populagdo natural de Adraga, perto de Sintra (ver Matos et al,
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2000a). Em 1998, quando as populagdes B ja estavam na geracao 90, foi fundada a populagdo
NW, a partir da mesma populagdo natural. Apo6s duas geragdes, as populacdes B e NW foram
replicadas (ver procedimento mais a frente) em 5 populagdes réplicas: NBj.s ¢ NW,_s (Matos
et al, 2002). Em 2001 foram feitas duas recolhas sincronas, uma a partir da populagdo natural
de Sintra, designada por TW, e outra a partir da populacdo natural da Arrabida, designada por
AR. Apds 2 geragdes em laboratorio, estas populagdes foram replicadas em 3 populagdes
réplicas, designadas por AR;3; ¢ TW;3 (Simdes et al, 2007a). Em Abril de 2005 foram
fundados mais quatro conjuntos de populagdes provenientes dos dois locais previamente
amostrados. As populagdes FWA e FWB foram fundadas em dias consecutivos a partir da
populacdo de Sintra e as populacdes NARA e NARB, foram fundadas, também em dias
consecutivos, a partir da populagao da Arrabida. O niumero de fémeas fundadoras para estas
populagdes foi de 70 para a FWA, 76 para a FWB, 60 para a NARA e 80 para a NARB. Apos
duas geragdes em laboratorio, estas populagdes foram replicadas em 3 populagdes réplica,
designadas por FWA,3;, FWB,3;, NARA;3 ¢ NARB;3;. No momento da introdu¢do das
populagdes FWA, FWB, NARA e NARB, as populacdoes NBj3, NW;s, TW;3 ¢ ARy,

estavam nas geracdes 181, 91, 45 e 45, respectivamente.

4
3
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2005 :
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1998

Ano Local Amostragem  Réplicas

Figura 1.1 — Hierarquia das fundacdes utilizada neste estudo. Os niveis de hierarquia
utilizados sdo os anos de fundagdo (1998, 2001 e 2005), local (Sintra ¢ Arrabida), e
amostragem (duas colheitas, A e B, feitas em cada local no ano de 2005). Todas as
fundacdes sdo constituidas por trés réplicas, exceptuando a fundagdo NW, que possui 5

réplicas.

A replicacao das populagdes ¢, assim, sempre feita na segunda geragao apos introducao

no laboratorio (exceptuando a NB, em que a replicagdo foi feita na geragdo 92). Para tal, ¢
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utilizada a postura de 24 horas de cada tubo de adultos das novas populagdes que ¢ dividida
equititivamente pelos tubos de cada réplica a formar. Para facilitar a exposi¢ao, uma vez que
estes estudos sao replicados, o termo ‘Regime’ passard a designar um conjunto de populagdes
réplicas com a mesma origem (por exemplo: regime NW para designar as populagdes réplicas
que foram fundadas em 1998 a partir da populag@o natural de Sintra).

Assim as populagdes usadas no presente estudo sao NBj3, NW;s5, TW;3, FWA|;,
FWB,.; provenientes de Sintra ¢ AR;3, NARA |3, NARB,_; provenientes da Arrdbida (mais
detalhes ver fig. 1.1).

Manutencdo das populacoes

A manutencdo ¢ padronizada para todas as populagdes: quando em fase adulta sdo
mantidas com cerca de 1200 individuos, sendo o meio usado para manuten¢do utilizado desde
a fundagdo da populacdo NB (Matos et al, 2000a), e é composto por levedura de cerveja,
farinha de milho, agar, nipagina e p6 de carvao. As populagdes sdo mantidas, excepto durante
0 manuseamento, em incubadoras ajustadas a 18° C, com um fotoperiodo de 12 horas a luz:12
horas as escuras. Para o desenvolvimento, sdo colocados cerca de 70 ovos por tubo, com cerca
de 3 ml de meio, mantendo assim um controlo de densidade desde o inicio do mesmo. Cada
populacdo ¢ dividida pelas duas incubadoras, sendo colocados 12 tubos por grade em cada
uma. O desenvolvimento leva entre 17 e 22 dias desde a recolha de ovos. Ao quarto ou quinto
dia de emergéncias de adultos todas as moscas de cada populacdo sdo cuidadosamente
misturadas com ajuda de anestesia por CO,, e colocadas em tubos, com cerca de 50
individuos por tubo. Os adultos sdo transferidos para um novo tubo, contendo meio fresco, dia
sim, dia ndo, até ao dia da recolha de ovos para a geracao seguinte. Para a recolha ¢ utilizada a
postura de 24 horas de cada populagdo, que tem lugar quando as fémeas estdo entre os 6 e 11

dias de idade, sendo o tempo de geracao de 28 dias.

Ensaios de caracteristicas da histéria da vida adulta

As caracteristicas utilizadas neste estudo foram: a idade da primeira reprodugdo (A1R),
que corresponde ao nimero de dias até a fémea colocar o primeiro ovo; a fecundidade
precoce (F1-7), que corresponde ao nimero total de ovos postos por uma fémea entre o
primeiro e o sétimo dia; a fecundidade de pico (F8-12), que corresponde ao numero total de
ovos postos por uma fémea entre o oitavo e décimo segundo dia; e a resisténcia dos machos

(RM) e fémas (RF) a inani¢do, que corresponde ao nimero de horas de sobrevivéncia sem
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alimento. Os ensaios incluidos neste estudo corresponderam as geragdes 3 a 21 das
populacdes FWA | 3, FWB,.3, NARA 3 e NARB, 3,3 220 das AR;3e TW; 3,4 a 15 das NW.
3. Os dados da das populacdes NB;.3 que foram utilizados correspondem aos dados obtidos
sincronicamente em cada ensaio das outras populacdes.

Em cada ensaio ¢ feita uma recolha de ovos extra, um dia ou dois antes ou depois da
recolha de ovos para a manutengdo das populagdes. Para cada populagdo estudada é formada
uma amostra de cerca de 15-18 casais com moscas que emergiram no proprio dia. A formagao
de pares (com uma fémea e um macho) ¢ feita com a ajuda de anestesia por CO,. A
disposicao dos casais nas grades ¢ feita em filas de 4-6 tubos pertencentes a mesma populagao
(dependendo da amostra total de casais) colocados juntos em posigdes aleatdrias em cada
grade do bloco correspondente, de modo a evitar efeitos ambientais entre regimes que
ocorressem sistematicamente devido a posigdes especificas na grade. A fecundidade diéria ¢é
registada durante os primeiros 12 dias. Depois deste periodo os adultos sdo submetidos a um
teste de resisténcia a inanicao, através da transferéncia para um tubo com meio de agar, sendo
verificada a mortalidade de 6 em 6 horas (esta caracteristica ¢ utilizada como um indicador de
sobrevivéncia, uma vez que um ensaio de longevidade levaria vérios meses). Em todos os
ensaios, a posi¢do das grades na incubadora ¢ aleatorizada diariamente para evitar efeitos

ambientais relacionados com a posi¢ao das grades nas incubadora.

Tratamento Estatistico

Para todas as andlises efectuadas o regime usado como controlo foi o regime NB, uma
vez que € aquele que estd hd mais geragdes em laboratorio permitindo analisar um maior
numero de fundagdes: NW, TW, AR, FW (A ¢ B) e NAR (A e B). Assim, para todas as
analises feitas foi utilizada a diferenca entre os valores médios de cada réplica e o valor médio
da réplica correspondente do controlo (por exemplo NW;-NB).

Para testar o efeito da amostragem foi aplicado o seguinte modelo:

1)Y=u+F+S{F} +Rep{S{F}} + G+ Rep{S{F}}*G + F*G + S{F}*G + ¢
em que o factor fixo F representa a fundacdo (NAR e FW), o factor aleatorio S representa a
amostragem (A ou B) e estd aninhado na fundagdo; o factor aleatério réplica (Rep) esta
aninhado na amostragem, e a geragao G ¢ o covariato. A existéncia de diferencas entre
amostragens ¢ dada pelo factor amostragem, e a existéncia de diferencas entre respostas
evolutivas devido a amostragem ¢ testada pelo termo de interac¢do amostragem*geracao.

Caso esta analise ndo apresente diferengas significativas, podera ser feito o pool de dados de
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FWA,3; ¢ FWB,; passando-se a designar por fundagdao FW (com 6 réplicas) e o pool de
dados de NARA |3 e NARB| 3, passando-se a designar por fundacdo NAR (com 6 réplicas).
Para testar o efeito da fundacao foram aplicados os seguintes modelos:
2)Y=u+F+Rep{F} +G+e
3)Y=u+F+G+F*G+¢
Em que o factor fixo F representa, novamente, a fundagdo (NW, TW, AR, FW e NAR), o
factor aleatorio réplica (Rep) estd aninhado na fundagdo, e a geracdo (G) € o covariato. O
modelo 2 foi utilizado para testar o efeito da fundacao, e a diferenca das respostas evolutivas
das diferentes fundagdes ¢ dada pelo termo de interac¢do fundacdao*geracdo do modelo 3.
Adicionalmente, foram aplicadas regressdes lineares utilizando as geracdes iniciais de cada
fundagdo de modo a obter o valor de diferenciacdo ao controlo.
Para testar o efeito do ano e local foi utilizado o seguinte modelo:
4)Y=pn+A+ L+Rep{A*L} + G+ Rep{A*L}* G+ A*G + L*G + A*L*G +¢
Em que o factor fixo A representa o ano (2001 e 2005), o factor fixo L representa o local
(Sintra ou Arrabida), a geracao G € o covariato e o factor aleatorio Rep representa a réplica e
esta aninhado na interaccdo ano*local. A existéncia, ou nao, de diferengas entre anos ¢ dada
através do factor ano, enquanto que diferencas entre locais de fundagdo ¢ dada pelo factor
local. Para saber se existem diferengas significativas nas respostas evolutivas das populagdes
devido a diferentes anos de fundacao ou locais, vé-se se os termos de interac¢do ano*geragao e
local*geracdo, respectivamente, sdo significativos. Para saber se as diferencas de resposta
evolutiva entre locais variam entre anos vé-se a significdncia do termo de interacgdo
local*ano*geracao.
Uma versao mais simplificada do modelo acima descrito foi aplicada de modo a poder
ser incluido na analise o ano 1998, assim foi, ainda, utilizado o modelo:
5)Y=p+A+L+Rep{A*L} + G+ Rep{A*L}* G+ A*G + L*G +¢
Em que o factor fixo A representa o ano (1998, 2001 e 2005), o factor fixo L representa
o local (Sintra ou Arrabida), a geragdo G ¢ o covariato e o factor aleatério Rep representa a
réplica e esta aninhado na interac¢do ano*local. A existéncia, ou ndo, de diferengas entre anos
¢ dada através do factor ano, enquanto que diferencas entre locais de fundagdo é dada pelo
factor local. Para saber se existem diferengas nas respostas evolutivas das populagdes devido
a diferentes anos ou locais de fundacdo, ver-se-a a significancia dos termos de interacg¢do

ano*geracao e local*geracao, respectivamente.
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Foi ainda efectuada uma analise utilizando a diferen¢a dos dados individuais de cada
casal a réplica controlo correspondente (sendo NB o controlo), em que foi considerado um
fendtipo composto, utilizando as quatro caracteristicas da historia da vida das fémeas: A1R,
F1-7, F8-12 e RF das 23 réplicas, correspondentes aos regimes NW, TW, AR, FWA, FWB,
NARA e NARB. Em cada réplica foi utilizada a gera¢do ensaiada mais perto da introdugdo ao
laboratério (denominada por inicio da selec¢do) e a ultima geracdo ensaiada (denominada por
fim da seleccdo). Fez-se uma analise discriminante, criando-se uma combinac¢do linear das
quatro caracteristicas que levaram a maior diferenca entre o inicio e o fim da seleccdo. A
partir dos coeficientes lineares das quatro caracteristicas para as 23 réplicas em estudo, foi
calculado o fendtipo composto e a sua distribuicdo. Foi ainda feita uma analise de ‘bootstrap’
neste fenotipo composto, permitindo a analise da variagdao destes dois parametros em varios
niveis de hierarquia (dentro de cada réplica - nivel do individuo, entre réplicas, entre regimes,
entre locais e anos de amostragem), bem como testar o significado de diferencas entre

fundagdes derivadas de diferentes locais ou anos (para mais detalhes ver Simdes et al 2007c¢).

1.3 - Resultados

O teste a existéncia de efeitos de amostragem revelou que nao houve diferencas nas
respostas evolutivas devido a amostragem (termo de interac¢do amostragem*geracdo nao
significativo, p>0.1, tabela 1.1), para nenhuma das caracteristicas em estudo. Assim sendo, foi
feito um pool de dados em que fundagdes FW e NAR passaram a ser compostas por 6

populagdes replicadas nas restantes analises.

Tabela 1.1 — Valores de ANOVA para testar a existéncia de efeito de amostragem. Nesta
analise s6 s3o utilizados os dados correspondentes as fundagdes NAR e FW. Sido

apresentados os valores de F significativos, tal como a sua significancia.

A1R F1-7 F8-12 RF RM

Fundacédo ns ns ns ns ns

Amostragem{Fundacéao} ns ns ns ns ns
Geracédo 96.62** | 126.84** ns 12.09* | 8.86*

Geragcao*Amostragem{Fundacéo} ns ns ns ns ns
Fundacé@o*Geragéo ns ns ns ns 10.08*

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

Em todas as andlises realizadas foi observado para a idade da primeira reproducao
(A1R), um valor de p significativo do factor geragdo (tabela 1.2, 1.3 e 1.4) o que indica a

ocorréncia de alteragdes temporais significativas durante as geragdes iniciais de adaptag¢ao ao
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laboratorio. A magnitude destas alteragdes ¢ varidvel nas diferentes fundagdes, mas todas elas

foram no sentido da reducdo da A1R (fig. 1.2a e 1.3a).

Tabela 1.2 — Valores ANCOVA as diferengcas entre fundag¢des. Os dados sdo
correspondentes as fundagdes NW (5 réplicas), TW e AR (3 réplicas por cada fundagio),
FW e NAR (6 réplicas por cada fundagdo). Valores de F para resultados significativos sdo

apresentados, tal como a sua significancia.

Al1R F1-7 F8-12 RF RM
Fundagdo | 10.09** | 3.68* | 6.18** | 3.18** | 3.02**
Geracdo | 63.13** | 49.37* | 5.13** ns ns

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

Tabela 1.3 — Valores de testes ANCOVA as diferencas entre o local de fundacgdo e o ano,
correspondentes aos anos 2001 e 2005. Os valores de F para resultados significativos sdo

apresentados, assim como o nivel de significancia. .

Al1R F1-7 F8-12 RF RM

Ano ns ns ns 11.89* ns

Local ns ns ns ns ns

Geracéo 52.01** | 79.01** ns 6.45** ns
Local*Geragao ns ns ns ns 3.78*

Ano*Geracéo ns 3.87* ns ns ns

Ano*Local*Geracédo ns ns ns ns ns

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05

Tabela 1.4 — Valores de teste ANCOVA as diferencas entre o local de fundagédo e o ano,
correspondentes a todos os anos em que foram feitas fundagdes (1998, 2001 e 2005).

Valores de F para resultados significativos sdo apresentados, tal como a sua significancia.

Al1R F1-7 F8-12 RF RM
Ano 5.04** ns ns 12.45%* | 3.42**
Local ns ns ns ns ns
Geracéo 29.28** | 45.27** | 3.98* ns ns
Local*Geracao ns ns ns ns 6.55**
Ano*Geragéo ns ns ns 7.23** ns

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

Os regimes NW e NARB apresentam a menor taxa evolutiva (fig. 1.2a) e a menor
diferenciagdo inicial (tabela 1.5), enquanto que os regimes FWB e TW apresentam a maior
taxa evolutiva (fig. 1.2a) e também a maior diferenciacdo inicial (tabela 1.5). Verifica-se
ainda que os regimes provenientes da Arrabida apresentam um declive muito semelhante
entre si, € que isto acontece também com os regimes provenientes de Sintra, excepto a

populagdo NW(fig 1.2a), o que pode indicar a existéncia de efeito de local de amostragem.

16



Nas andlises feitas para testar a existéncia dos efeitos dos factores ano e local verificou-se

que, usando dados dos anos 2001 e 2005, ndo existia nenhum factor significativo (tabela 1.3),

mas quando se juntava o ano 1998, o factor ano passou a ser significativo (tabela 1.4).

NARB —_ 2005 Arrabida —_— NARB
NARA —— 2005 Arrabida — NARA
FWB — 2005 Sintra — FWB
FWA —_ 2005 Sintra — FWA
AR (S —— 2001 Arrabida | +——o—— AR
L S — 2001 Sintra —_— W
NW b 1 1998 Sintra ' | W

-0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.00 1.00 2.00 3.00
Figura 1.2a Figura 1.2b
NARB —— 2005 Arrabida ——y NARB
NARA| p—— oy 2005 Arrabida| F—o— NARA
FWB —— 2005 Sintra — FWB
FWA — 2005 Sintra ——i EWA

AR — 2001 Arrabida p—o—ip AR
™w ——— 2001 Sintra —— ™W
NW ) , i

} 4| 1998 Sintra —— NW

-1.50 -0.50 0.50 1.50 2.50 -0.70 _0_‘20 0_‘30 o_lc_;o
Figura 1.2¢ Figura 1.2d
NARB | ¢ | 2005 Arrabida
NARA b 1 2005 Arrabida
FWB t 2005 Sintra
FWA t 1 2005 Sintra

AR | p——o— 2001 Arrabida

T™W —— 2001 Sintra

NW C ' 1998 Sintra

-0.30 -0.10 0.10 0.30 0.50
Figura 1.2¢

Figura 1.2 — Variagdo da resposta evolutiva (declive) das diferentes fundagdes. Os dados

utilizados correspondem as diferencas médias de cada regime ao controlo. a) idade da

primeira reprodugdo (A1R); b) fecundidade de 1 a 7 (F1-7); ¢) fecundidade de 8 a 12 (F8-

12); d) resisténcia das fémeas a inani¢do (RF); e) resisténcia dos machos a inani¢do (RM).

O erro apresentado corresponde a heterogeneidade de declives entre réplicas.
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Tabela 1.5 — Valores de diferenciacdo inicial de cada fundagdo ao controlo. Estes valores
foram obtidos através da aplicacdo de uma regressdo linear simples aos dados das

geracdes iniciais de cada regime.

Al1R F1-7 F8-12 RF RM
NW | 1.1879** | -71.2438** | -62.7467** | -7.4584** | -6.3957**
TW 2.4489** | -80.3647** | -40.4160** | -1.0875 -1.1876
AR 2.1494** | -77.7121* | -44.0292* | -1.0781 -1.2268

FWA | 2.0847* | -82.2610** | -45.9570** | 4.3833* 0.0278

FWB | 2.5533** | -98.4691** | -74.7642* | 3.3883 -2.8433

NARA | 1.9801** | -85.9949** | -47.0674** | 5.8233** | -0.9339

NARB | 1.7132* | -82.2147** | -49.0016** | 4.4105** 2.0237
ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

Para a fecundidade precoce (F1-7) foram observadas diferengas significativas para o
factor geracdo nas varias andlises (tabelas 1.2, 1.3 e 1.4). Isto indica uma alteragdo
significativa desta caracteristica ao longo da adaptagdo do laboratdrio. Verificaram-se ainda
diferencas taxas evolutivas para alguns regimes (fig. 1.3b), nomeadamente o regime AR, que
apresenta o menor declive (fig. 1.2b). O regime NW ¢ o que apresenta maior taxa evolutiva
(fig. 1.2b), mas menor diferenciacdo incial (tabela 1.5). Por sua vez, o regime FWB ¢é o que
apresenta maior diferenciacdo incial (tabela 1.5). Observa-se, ainda, que os regimes fundados
em 2005 apresentam um declive maior do que os fundados em 2001 (fig 1.2b). No teste a
existéncia de diferencas entre os anos e locais de fundagdo verificou-se que entre 2001 e
2005, ha uma resposta evolutiva diferente (tabela 1.3 e fig. 1.2b). No entanto, ao introduzir-se
o ano 1998 na andlise, esta resposta deixa de ser significativa (tabela 1.4).

Nas analises feitas com os dados da fecundidade de pico (F8-12) observaram-se
diferencas significativas para o factor geracdo ao ser incluido o ano 1998 (tabelas 1.2 e 1.4).
No entanto, utilizando apenas os anos 2001 e 2005 nao houve diferengas significativas para
nenhum factor (tabela 1.3). Ao contrario do que acontece nas caracteristicas A1R e F1-7, para
F8-12 o regime NARA apresenta uma trajectoria evolutiva com um sentido diferente do
apresentado pelos restantes regimes, diminuindo o valor de F8-12 (fig. 1.3¢c), embora este
declive ndo seja significativo (fig. 1.2c). Os regimes FWB e NW sdo os que apresentam maior
diferenciagdo inicial (tabela 1.5) e taxa evolutiva para esta caracteristica (fig. 1.2¢).

No teste a alteragdo temporal na resisténcia das fémeas observaram-se diferencas
significativas na andlise com os anos 2001 e 2005 (tabela 1.3). Observaram-se, também,
valores médios significativamente diferentes entre fundacdes (tabela 1.2) e entre diferentes
anos (factor ano significativo nas tabelas 1.3 e 1.4), e a variacdo da resposta evolutiva varia

entre o ano 1998 e os anos 2001 e 2005 (termo de interaccdo ano*geragdo significativo na
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tabela 1.4). Pode ainda ser observada uma heterogeneidade de respostas evolutivas para as
diferentes fundagdes (fig. 1.3d). A fundagdo NW ¢ a tinica que apresenta uma diferenciagdo
inicial significativa ao controlo (tabela 1.5) e uma taxa evolutiva positiva (fig. 1.2d),
sugerindo uma melhoria desta caracteristica. No entanto para os regimes FWA, FWB e
NARA observa-se um claro declinio, diminuindo os valores para além do controlo, enquanto
que os regimes AR, TW e NARB apresentam uma dinamica ndo significativa (fig. 1.3d).

Na analise da resisténcia a inanicdo dos machos observaram-se diferencgas nas respostas
evolutivas entre os locais Sintra e Arrdbida (termo de interac¢do local*geracao nas tabelas 1.3
e 1.4) e diferencas entre valores médios para esta caracteristica entre o ano 1998 e os restantes
(factor ano significativo na tabela 1.4). A semelhanga da resisténcia das fémeas pode também
ser observada uma heterogeneidade de respostas evolutivas para as diferentes fundagdes (fig.
1.3e), e uma diferenciagdo inicial significativa para o regime NW (tabela 1.5). As fundacdes
com maior declive foram as FWA e FWB (fig. 1.2e) embora ndo sejam significativas (FWA:
p=0.56; FWB: p=0.15 ). Ao invés da resisténcia das fémeas, a dos machos ndo apresenta
nenhuma taxa evolutiva significativa, embora existam alguns regimes que apresentem uma

ligeira sugestdo de melhoria nesta caracteristica, nomeadamente FWA, FWB e TW (fig. 1.3e).
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Figura 1.3 — Resposta evolutiva durante as geragdes iniciais de todas as fundagdes. Os
dados utilizados correspondem a diferenca dos valores médios entre cada réplica e a
réplica controlo correspondente, em cada geragdo. a) idade da primeira reproducdo
(A1R); b) fecundidade de 1 a 7 (F1-7); ¢) fecundidade de 8 a 12 (F8-12); d) resisténcia

das fémeas a inanigdo (RF) e) resisténcia dos machos a inani¢cdo (RM).

Para a resisténcia a inani¢gdo de machos e¢ fémeas, foi analisada com mais detalhe a
heterogeneidade das réplicas de cada fundacdo, uma vez que isto pode ter contribuido para
um baixo poder estatistico na analise dos padrdes temporais nestas caracteristicas. Com efeito,
a heterogeneidade entre réplicas ¢ observada em todas as fundagdes, em pelo menos uma das
caracteristicas. Para a resisténcia a inani¢do das fémeas, observa-se uma grande
heterogeneidade entre réplicas do regime NW, AR, FWA, FWB e NARB, em que as taxas
evolutivas das réplicas NW;, NW4, NWs, AR;, AR,, FWA,, FWB,;, NARB,; ¢ NARB; sdo
positivas, contrastando com as restantes réplicas dos regimes correspondentes. Por outro lado,
os regimes TW e NARA ndo apresentam uma heterogeneidade tdo contrastante, observando-
se apenas variagdes na magnitude do declive das rectas de regressdo das réplicas. Para a
resisténcia dos machos, todos os regimes, exceptuando o FWB, apresentam diferencas no
sinal da taxa evolutiva entre réplicas. Nas réplicas NW;, NW,, NW;, NWs, TW,, TW,, AR,
AR,, FWA,, FWA,, NARA;, NARA, ¢ NARB,; observam-se taxas evolutivas positivas,
enquanto que as restantes réplicas dos regimes apresentam respostas evolutivas negativas. No
regime FWB, as réplicas FWB1 e FWB2 apresentam uma resposta positiva semelhante, e
elevada, enquanto que a populagio FWB3, embora apresente um declive positivo, ndo
apresenta uma resposta tao rapida como as outras réplicas

Os resultados da analise do fendtipo composto demonstram uma clara diferenga entre as
geragdes iniciais e as finais (fig. 1.4), o que sugere, juntamente com os resultados obtidos

anteriormente, uma melhoria geral, tendo em conta o conjunto das caracteristicas, durante a
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adaptacdo ao laboratorio. Os coeficientes lineares obtidos através da andlise discriminante
indicam que a idade da primeira reproducao e fecundidade precoce sdo as caracteristicas que
explicam a maioria da variacdo observada no intervalo de tempo analisado (coeficientes de

discriminacao linear para A1R:-0.409 e F1-7: 0.0214 vs F8-12: -0.00883 e RF: -0.000510).
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Figura 1.4 — Distribuicdo dos valores apresentados pelo fendtipo composto no inicio e no
fim do periodo estudado. O fendtipo composto foi definido a partir das quatro

caracteristicas da fémea, para o conjunto das populagdes réplica.

Os resultados obtidos através da analise da distribui¢ao da variagao da resposta evolutiva
do fendtipo composto por ‘bootstrap’ indica que a maior parte da variacdo ¢ observada ao
nivel dos individuos e das réplicas (fig. 1.5, esquerda), ndo havendo um aumento significativo
da variancia nos niveis hierarquicos acima (amostragem, local e ano). Para a diferenciagao
inicial verifica-se que, embora exista um aumento da variacdo do nivel dos individuos para
réplicas, existe, também, um aumento da variagdo em niveis hierdrquicos acima da réplica
(fig. 1.5, direita), sobretudo a nivel de amostragem e de ano, sugerindo a existéncia de efeitos

de amostragem e de ano de fundacio, nas diferencas iniciais do fen6tipo composto.
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Figura 1.5 — Distribuicdo da variacdo associada ao fendtipo composto dos declives

(esquerda) e diferenciacdo inicial (direita). Os niveis apresentados correspondem ao
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individuo, réplica, amostragem, local e ano de fundagdo. Os dados utilizados envolveram
dados individuais de todas as 23 réplicas ensaiadas, dos 5 regimes (NW, TW, AR, FW ¢
NAR), com dois locais de fundagdo (Arrabida e Sintra) e trés anos de colheitas (anos 1998,

2001 e 2005).

1.4 - Discussao

Diferencas entre populacoes: efeito de ano, local ou amostragem?

A analise feita por Simoes et al (2007a) as trajectorias evolutivas dos regimes NW, AR e
TW, revelou que a taxa evolutiva dos regimes NW e TW nao diferia entre si, mas ambas
diferiam da taxa evolutiva do regime AR. Isto sugere a existéncia de diferengas entre
respostas evolutivas, devido a efeitos de fundagdo, a partir de populacdes naturais de locais
diferentes. Apesar das diferengas encontradas na resposta evolutiva, as trés fundacdes
apresentam resultados na adaptagdo ao laboratéorio muito semelhantes (aproximagdo ao
controlo das caracteristicas relacionadas como a fecundidade), sugerindo que a seleccao
natural em laboratorio podera ser suficientemente forte para diminuir as diferencas causadas
pelos efeitos de fundagdo. Este papel fulcral da seleccdo natural foi também obtido por
diversos autores em trabalhos em E. coli (e.g. Travisano et al, 1995), em Comamonas
acidovorans (Korona et al, 1994, Korona, 1996), em Drosophila melanogaster (e.g. Teotonio
& Rose, 2000) e em Drosophila subobscura (Matos et al, 2002; Simdes et al, 2007a).

Os resultados obtidos nas varias andlises deste estudo corroboram os resultados obtidos
anteriormente por diversos autores (Matos et al, 2002; Schmidt et al, 2005; Simdes et al,
2007a), sugerindo que as varias caracteristicas, dos diversos regimes, poderdo ter diferentes
taxas evolutivas devido a efeitos de local e/ou ano de amostragem. As diferentes taxas
evolutivas ndo implicam, porém, a auséncia de um aumento geral de desempenho de todos os
regimes (dada pela diminui¢do da diferenga ao controlo) nas caracteristicas directamente
relacionadas com a fitness. Assim, embora as respostas evolutivas variem entre fundagoes,
todas elas apresentam uma trajectoria inicial no sentido da diminui¢do da idade da primeira
reproducdo e aumento da fecundidade precoce e de pico (exceptuando o regime NARA, que
apresenta uma resposta evolutiva negativa, pouco acentuada, para a fecundidade de pico).
Para as caracteristicas indirectamente relacionadas com a fitness, como a resisténcia a
inani¢ao, nao existe um padrao geral comum a todos os regimes, havendo diferentes taxas
evolutivas entre regimes distintos, ndo sendo claro se existe uma convergéncia para o controlo
na maior parte das fundagoes. Ja em Matos et al (2004) estas caracteristicas ndo apresentavam

um padrio evolutivo claro, sendo uma das causas apontadas, a complexidade da determinagao

22



genética desta caracteristica, a qual torna necessario um maior nimero de geragdes para se
poder determinar qual o padrao evolutivo para a resisténcia a inani¢ao dos adultos.

A analise feita para a resposta evolutiva e diferenciacao inicial ao controlo utilizando o
fenotipo composto das caracteristicas das fémeas aponta para que diferencas observadas nas
respostas evolutivas dos vdarios regimes sejam, na sua maioria, explicadas pela
heterogeneidade entre réplicas. Por outro lado, na diferenciagdo inicial ao controlo existe uma
grande parte da variacao explicada pelos diferentes anos de amostragem, o que poderd indicar
que regimes fundados nos vdarios anos, possuem diferentes niveis nas caracteristicas
estudadas, que poderao ser, ou ndo, proximas das apresentadas pelo controlo.

Ao longo deste trabalho verificou-se que ndo existia um consenso no que respeita as
raz0es para explicar as diferencas observadas nas respostas evolutivas das diferentes
populagdes para as caracteristicas relacionadas com a fecundidade. Embora exista a sugestao
de que o ano de amostragem podera ser o factor com maior influéncia na resposta evolutiva
das diferentes fundag¢des para a fecundidade precoce, tanto para a idade da primeira
reproducao como para a fecundidade de pico ndo existe nenhum factor apontado como
principal, embora para esta ultima caracteristica o regime NW se apresente destacado de todos
0s outros, uma vez que apresenta a maior taxa de resposta evolutiva.

A existéncia de efeitos de fundacdo a diferentes niveis de amostragem das populacdes
(por exemplo: geograficos ou temporais), quando se quer estudar o processo de adaptacao a
um novo ambiente, quer haja ou ndo selec¢do directa, ¢ uma questdo que esta longe de ter
uma resposta definitiva. Pelo contrério, estudos neste sentido poderdo elucidar-nos sobre a
variagdo do ‘fundo’ genético das populagdes naturais de onde sdo recolhidas as populagdes

em anos diferentes, ou que se apresentam afastadas a nivel geografico (Simdes et al, 2007¢).

Contingéncias evolutivas na adaptacio ao laboratorio

A repetibilidade dos processos evolutivos ¢ um tema algo controverso no panorama da
biologia evolutiva actual, existindo evidéncias da ocorréncia de algumas imprevisibilidades
no processo adaptativo a um novo ambiente (Cohan & Hoffmann, 1986, 1989; Travisano et
al, 1995; Teoténio & Rose, 2000; Prasad & Joshi, 2003).

J& foram observadas contingéncias durante a adaptacdo a um novo ambiente em varios
estudos, nomeadamente por Korona (1996), que fez experiéncias com Comamonas
acidovorans. Este autor observou um aumento do nivel médio de fitness num novo ambiente

(medida pela taxa de crescimento), devido ao aparecimento de varias mutacdes, que levavam
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a diferencas em caracteristicas como a resisténcia a inani¢do e tamanho das células. Num
trabalho em Drosophila melanogaster, Joshi ¢ colaboradores (2003) estudaram o impacto da
deriva, historia (selec¢do anterior e ancestralidade) e seleccdo na taxa de alimentagdo larvar
(directamente relacionada com a fitness) e na altura a que era feita a empupacdo (ndo
directamente ligada). Os resultados obtidos neste trabalho sdo consistentes com os obtidos por
Teotonio e Rose (2000) e Teotdnio et al (2002) sugerindo que constrangimentos historicos em
mudangas adaptativas, ao nivel microevolutivo, em populacdes sexuadas sao derivados dos
efeitos da seleccdo feita anteriormente, reflectindo-se na interac¢do genotipo-ambiente. Isto
sugere que, para caracteristicas ndo directamente relacionadas com a fitness, pode haver
efeitos da histéria e do acaso na adaptagcdo ao novo ambiente.

Em consonancia com os trabalhos apresentados acima, os resultados obtidos neste
trabalho apontam para a existéncia de convergéncia em caracteristicas relacionadas com a
fecundidade durante a adaptacdo ao laboratdrio, independentemente do local ou ano de
fundagdo. Esta adaptacdo ¢ caracterizada por um aumento da fecundidade ao longo das
geragdes, € por uma concomitante diminuicdo da diferenca em relagdo as populagdes
controlo. No entanto, mesmo para estas caracteristicas, foi possivel observar diferencas entre
taxas evolutivas devido ao ano ou local da fundagdo e que ndo sdo explicaveis por mero efeito
de amostragem, hipdtese que ndo se pode descartar anteriormente (Simdes et al, 2007a).

Nas caracteristicas relacionadas com a resisténcia a inani¢do, s6 foi encontrado um
padrdo de convergéncia inicial para a fundacdo NW, correspondente a um pior desempenho
inicial seguido por uma melhoria significativa nas geragdes seguintes. As restantes
populagdes ndo apresentaram uma dindmica evolutiva significativa no periodo inicial de
adaptacdo. Esta auséncia de resposta contrasta com um padrdo significativo observado em
estudos com mais geragdes, em particular a fundagdo de Sintra em 2001 para a resisténcia das
fémeas (ver Simoes et al, 2007a).

Devido aos resultados observado na resisténcia a inani¢do, foi feita uma analise a
heterogeneidade das réplicas, onde se observou uma resposta, predominantemente,
heterogénea entre réplicas. Como apontado anteriormente, esta heterogeneidade pode dever-
se, maioritariamente, ao padrdo complexo da dindmica selectiva que afecta directamente as
caracteristicas. No entanto, como defendido por Cohan e Hoffman (1986, 1989), Travisano e
colaboradores (1995) e MacLean e Bell (2003), esta heterogeneidade podera também ser
devida a um relaxamento selectivo, levando a alteragdes evolutivas por deriva genética

(Cohan & Hoffman, 1986, 1989; MacLean & Bell, 2003; Travisano et al, 1995), ¢
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acumulacdo de mutagdes (Travisano et al, 1995; MacLean & Bell, 2003), devido a selecgao
indirecta desta caracteristica. Hoffmann e colaboradores (2001) apresentam, ainda, a hipotese
de que o padrdao complexo das resisténcias podera ser devido a respostas correlacionadas com
diferentes factores. Ao contrario do sucedido em estudos anteriores, ndo foram encontradas
correlagdes positivas entre a resisténcia a inani¢ao e o conteudo lipidico (Chippindale et al,
1996; Harshmann et al, 1999), sendo apontadas como possiveis razdes: a variagdo entre linhas
ser devido nao s6 a efeitos de deriva, mas também a diferencas ambientais; efeitos de
inbreeding; predisposicdo do ambiente laboratorial, devido a abundancia de alimento, para
que o aumento no conteudo lipidico seja a forma preferencial de resisténcia a inani¢do; ou
instabilidade durante a adaptagdo a um novo ambiente.

No caso da resisténcia a inanicdo, nomeadamente, das fémeas, a caracteristica que,
intuitivamente, seria de esperar que mais influenciasse esta caracteristica seria a fecundidade,
uma vez que era de esperar que o custo energético de pdr os ovos, limitasse o tempo que a
fémea aguentaria sem restaurar a sua reserva energética. No entanto, este trade-off fisiologico
ndo foi observado em nenhum dos trabalhos anteriores (Matos et al, 2000a, 2002, 2004;
Simoes et al, 2007a), o que podera dever-se ndo s6 a correlagdo indirecta destas duas
caracteristicas, como também ao facto de que so ser esperado observar um trade-off quando
as populagdes estdo em equilibrio evolutivo, tornando plausivel, numa fase inicial de
adaptacao ao laboratorio, um aumento de resisténcia a inani¢ao, seguido, de modo a haver
convergéncia para o controlo, de uma diminui¢do nos valores de resisténcia (Matos et al,
2002). Uma andlise com um maior numero de geragdes permitir-nos-ia testar se o
comportamento diferencial das réplicas se iria manter ao longo da adaptagdo ao laboratodrio e
verificar a existéncia de alteragdes na correlacdo entre a resisténcia a inanicdo ¢ a
fecundidade, embora com as reservas necessarias a estas inferéncias, dada a complexidade da
dindmica evolutiva (e.g. envolvendo seleccdo paralela versus correlacionada entre
caracteristicas).

No compto geral, este trabalho demonstra a existéncia de contingéncias evolutivas na
adaptacdo ao laboratério, diferindo dos acima citados por conferir uma dimensdo geografica e
temporal ao estudo da repetibilidade dos processos adaptativos. Mas, acima de tudo, este
estudo apresenta uma marca indelével de que, apesar das diferencas nas taxas evolutivas,
todas as populagdes presentes no laboratério estdo, mais ou menos acentuadamente, a
convergir para um mesmo ponto, enfantizando o papel preponderante da selec¢dao natural na

adaptacdo a um novo ambiente.
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2. Método Comparativo vS Evolug¢ao em Tempo Real

2.1 - Introducao

A adaptacdo a um novo ambiente, ou a novos desafios postos num mesmo ambiente, €
um dos temas fulcrais da biologia evolutiva, uma vez que ¢ este processo que permite as
espécies sobreviverem ao longo do tempo as mudangas constantes no ambiente que as rodeia
(Futuyma, 1998).

A evolugdo experimental apresenta-se como a area da Biologia Evolutiva por exceléncia
para efectuar estudos deste processo adaptativo uma vez que permite uma caracterizagao
microevolutiva das mudangas que ocorrem quando populagdes sdo introduzidas num novo
ambiente (Chippindale, 2006, Simdes et al, 2007b). Para além disto, permite também
caracterizar a repetibilidade e consisténcia de respostas evolutivas durante o processo de
adaptag¢do, o que poderd dar uma ideia do nivel de importancia de factores como, efeitos
fundadores ¢ de amostragem, tornando-se uma ferramenta essencial no estudo da evolugdo
(Fuller et al, 2005).

Existem, essencialmente, dois tipos de estudos para monitorizar a historia evolutiva de
populacdes: o estudo em ambientes naturais e o estudo em populacdes em ambientes
controlados pelo Homem. Os estudos em ambientes naturais sdo dificeis de realizar, devido as
dificuldades em controlar os diferentes factores, de modo a isolar as causas das variacdes nas
caracteristicas em estudo. Um dos exemplos mais conhecidos destes tipos de estudos ¢ o de
Reznick e colaboradores (Reznick et al, 2005) em que utiliza as diversas popula¢des naturais
de Poeticia reticulata (que podem ser utilizadas como réplicas), para estudar a variagao de
diversas caracteristicas da historia da vida com o tipo de predagdo sofrido pelos guppies.
Estudos de adaptacdo em ambientes controlados pelo Homem, com ou sem selec¢do artificial,
envolvem a introdu¢do de amostras de populagdes naturais num ambiente com caracteristicas
determinadas pelos investigadores, de modo a estudar diversas problematicas (Rose &
Lauder, 1996; Prasad & Joshi, 2003; Chippindale, 2006; Simdes et al, 2007b).

Um dos principais alvos da critica aos estudos da adaptacdo ao ambiente ¢ o facto de
estes nao poderem ser aplicados as popula¢des naturais, uma vez que o ambiente laboratorial
possui caracteristicas proprias que ndo estdo presentes na natureza e vice-versa (Sgro &
Partridge, 2000; Harshman & Hoffmann, 2000, mas ver Matos & Avelar, 2001; Prasad &
Joshi, 2003; Fuller et al, 2005 e Simdes et al, 2007b para uma opinido contraria). Segundo

Matos e colaboradores (2000b, 2001), o ambiente de laboratério ¢ apenas “mais um
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ambiente” para o qual se estd a testar as diferentes historias adaptativas de populagdes, e
caracterizar as suas potencialidades evolutivas, destas estando a extrapolagdo para populacdes
naturais, fora do ambito deste tipo de experiéncias.

Dentro do laboratorio existem duas abordagens principais. Uma € o estudo de selecgdo,
em que as populacdes sdo confrontadas com um novo ambiente ao qual t€ém de se adaptar (por
exemplo Rose et al 1996, Lenski et al, 1991; ver Chippindale, 2006 para uma revisao). Neste
tipo de estudos ha alguma controvérsia no que respeita o nimero de geragdes em laboratorio a
que devem ser sujeitas as populagdes, antes de se comecar a fazer seleccdo para as
caracteristicas em estudo (ver Harshman & Hoffmann, 2000). A outra abordagem, muito
menos representada na literatura, ¢ o estudo de convergéncias de populagdes a um novo
ambiente, em que se colocam populacdes diferenciadas (Teoténio & Rose, 2000, Teotonio et
al, 2001) ou recém introduzidas (Matos et al 2000a, 2002, 2004, Simdes et al 2007) num
novo ambiente e depois se caracteriza a adaptacdo destas ao nivel de caracteristicas
relacionadas com a fitness.

Uma das questdes mais controversas dentro destes estudos e que tem gerado uma série
de duvidas quanto a validade de resultados experimentais obtidos ¢ o método utilizado para
estudar a variacdo das caracteristicas ao longo do processo adaptativo. Existem duas
metodologias distintas que poderdo ser utilizadas quando se quer estudar a adaptacdo de
populagdes a um mesmo ambiente: 0 método comparativo e as trajectorias evolutivas.

No método comparativo sdo utilizadas populacdes, vindas do mesmo local, mas
fundadas em anos diferentes e assume-se que estas terdo a mesma resposta evolutiva, uma vez
que sdo provenientes do mesmo local e estdo a ser sujeitas ao mesmo ambiente. Assim s30
feitos ensaios sincrones com todas as populacdes asssumindo-se que populagdes mais
recentes representam estados anteriores das populacdes ha mais tempo em laboratorio, e
traca-se a dinamica evolutiva com os dados desse ensaio (para exemplos ver Sgro &
Partridge, 2000; Gilligan & Frankham, 2003; Hoffmann et al, 2001; Griffiths et al, 2005). No
entanto este método assume a partida que ndo irdo existir efeitos estocasticos na populacao
natural entre fundacdes, que possam levar a uma mudanc¢a no fundo genético e fazer com que
as populagdes tenham respostas evolutivas diferentes, e que uma populacdo exposta a um
mesmo ambiente ird responder sempre da mesma forma a esse mesmo ambiente. Esta
abordagem, também nao assume efeitos fundadores na populacdo que representa o estado
inicial, os quais, que sO por si, afectariam as inferéncias (devido a diferenciagcdo inicial

variavel entre fundagoes).
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No estudo de trajectdrias evolutivas € caracterizada a evolugdo em tempo real de uma
populagdo, isto ¢ caracterizagdo de a dindmica evolutiva de uma populagdo ao longo do
tempo, normalmente com referéncia a um controlo (ou seja, uma populagdo ja adaptada ao
laboratdrio), sendo utilizados dados de ensaios periddicos a caracteristicas relevantes para a
fitness (para exemplos ver Matos et al, 2000a, 2002, 2004; Simdes et al 2007a). O maior
problema deste método ¢ o tempo necessario ¢ a morosidade do processo, mas tem como
vantagem o facto de se observar a trajectoria real duma dada populagao.

Matos e colaboradores (2004) fizeram uma comparagdo entre o método da evolugdo em
tempo real e o método comparativo para estudar a dindmica evolutiva de populacdes
introduzidas no laboratério, para algumas das quais se conheciam os padrdes evolutivos
durante a adaptacao ao laboratério. Nesse trabalho os autores encontraram fortes semelhangas
entre os resultados obtidos pelos dois métodos para caracteristicas relacionadas com a
fecundidade (idade da primeira reproducdo, fecundidade precoce e fecundidade de pico) e
nenhumas semelhancas entre os resultados obtidos para a resisténcia a inani¢do. Esta
discrepancia de resultados foi atribuida ao facto das caracteristicas relacionadas com a
fecundidade terem trajectorias evolutivas robustas, ou seja, resultados semelhantes foram
obtidos em vérios trabalhos, ao longo de varios anos, enquanto que a resisténcia a inani¢ao
apresenta um padrao complexo de evolucdo, ndo totalmente previsivel mesmo utilizando
trajectdrias evolutivas.

No presente estudo, comparativamente ao de Matos et al (2004), sdo adicionados dados
de mais duas fundagdes independentes, provenientes do mesmo local (Sintra), assim como
dados de mais 69 geragdes a trajectoria evolutiva das populagdes sobre as quais ¢ feita a
analise da evolugdo em tempo real (populacdes NW) Os objectivos deste estudo sdo 1)
estudar o impacto de um maior numero de fundagdes na capacidade preditiva de dindmicas
evolutivas aplicando o método comparativo, 2) estudar a existéncia de convergéncia da
populacdo NW ao controlo (populagdo NB), agora com mais de 100 geragdes em laboratorio
e por fim 3) comparar os dados obtidos por Matos e colaboradores (2004), testando a robustez

dos resultados obtidos pelo método comparativo nesse trabalho com os deste.

2.2 - Materiais € Métodos

Fundacdo e manutencdo das populacoes

Neste estudo sdo apenas utilizadas as populagdes provenientes de colheitas na Adraga

(perto de Sintra). Quando as populagdes NB;3 (1990), NW,_; (1998), TW,; (2001), FWA ;3
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(2005) estavam nas geracdes 201, 111, 65 e 20, respectivamente, foi feita uma nova fundacao
a partir da populagdo de Sintra, em finais de Outubro e principios de Novembro de 2006.
Foram utilizadas 58 fémeas capturadas para fundar a populagao CW, que apods duas geragdes
em laboratdrio, foi replicada em 3 populagdes réplica, designadas, CW,.3. Uma vez que estes
estudos sdo replicados, o termo ‘Regime’ passa entdo a designar um conjunto de populacdes
réplicas com a mesma origem (por exemplo: regime TW para designar as populagdes réplicas
que foram fundadas em 2001 a partir da populagdo natural de Sintra). Assim as populagdes
utilizadas neste estudo sdo: NBj_3, NW; .3, TW 3, FWA |3 e CW,_; (ver fig A).

A manutenc¢do das populagdes € a descrita no capitulo 1.

Ensaios de caracteristicas da histéria da vida adulta

Os ensaios realizados incluiram os regimes de Sintra NB (geragdes 205 e 208), NW
(geracdes 115 e 118), TW (geragdes 69 e 72), FWA (geracdes 24 e 27) e CW (geracdes 4 e 7).

A metodologia utilizada é a mesma que esta descrita no capitulo 1.

Tratamento Estatistico

Todas as analises de dados foram feitas utilizando o sotware Excel e Statistica 7.0.

Com o intuito de testar a capacidade de previsdo de dinamicas evolutivas utilizando o
método comparativo, foram realizados graficos com os dados das populagdes presentes no
ensaio da geracdo 4 da CW. Para contrapor foram tracadas as trajectorias evolutivas para o
regime NW, para cada uma das caracteristicas da historia da vida, utilizando a diferenca dos
dados de NW ao controlo, neste caso NB, da geracdo 3 a 115. Por uma questao de coeréncia
entre modelos, ndo foi utilizado o regime NB no método comparativo, mantendo constante o
nimero de geragdes analisado em cada modelo.

Para testar a convergéncia foram feitas regressoes lineares utilizando, para as trajectorias
evolutivas, como variavel independente a geracdo e como dependente a diferenga entre os
valores médios de cada réplica e a réplica de controlo correspondente (e.g. NW-NB); para o
método comparativo foram utilizados como variavel dependente os valores médios absolutos
de cada réplica e como independente o nimero de geracdes. Para ver qual dos modelos de
regressdo era o mais adequado foram calculados os valores de p para os modelos de
regressao: linear, log linear e polinomial, sendo considerado o mais adequado o que obtivesse
o valor de p mais baixo, a nao ser que p>0.1, onde nao era escolhido nenhum modelo (no caso

de os valores de p serem iguais era escolhido o com maior coeficiente de ajustamento).
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Para testar se os modelos obtidos em cada tipo de estudo eram semelhantes aplicou-se
uma ANCOVA segundo o modelo:
Y=p+tM+G+M*G+¢
com o factor modelo (M), com duas categorias: trajectorias evolutivas e método

comparativo, a geracao (G) como covariato, € o termo de interacgdo M*G, que indica se

existem diferencas nos declives dos dois modelos.

2.3 - Resultados

Trajectorias Evolutivas de NW-NB

Nas trajectorias evolutivas tragadas para as caracteristicas idade da primeira reproducao,
A1R (fig. 2.1a, esquerda); fecundidade precoce, F1-7 (fig. 2.1b, esquerda) e fecundidade de
pico, F8-12 (fig. 2.1c, esquerda), ¢ possivel observar um claro padrao de convergéncia,
traduzido pela aproximacgdo da trajectoria evolutiva ao eixo das abcissas, o que reflecte a
diminui¢do da diferenca entre o regime NW e o controlo. Por outro lado para a resisténcia dos
machos a inani¢do (RM) ndo se observa o padrao de convergéncia ao controlo, uma vez que o
regime NW cruzou o eixo das abcissas, o que indica que ultrapassou o regime NB (fig. 2.1e,
esquerda). Isto sugere que esta caracteristica podera ter uma trajectoria bifasica, hipdtese que
sO sera possivel testar com um maior nimero de geragdes. Para estas quatro caracteristicas o
modelo com menor valor de p, ou seja, o que melhor traduz a dindmica das caracteristicas é o
de logaritmo neperiano (tabela 2.1).

A caracteristica resisténcia das fémeas a inani¢do (RF) ndo apresenta nenhum padrdo
claro nem de convergéncia, nem de divergéncia (fig. 2.1d, esquerda), ndo sendo possivel
tracar uma trajectoéria com um bom ajustamento, ndo havendo nenhum modelo testado, com
os dados totais, que tivesse um valor de p significativo (p>0.1, tabela 2.1).

Como se pode ver pela tabela 2.1, existe alguma heterogeneidade no tipo de modelos que
melhor se adequa a trajectoria evolutiva de cada réplica. No entanto, de um modo geral o tipo
de modelo que foi considerado adequado para os regimes ¢ concordante com a maioria das
réplicas. A excepcgdo ¢ a caracteristica RF, que nao apresenta nenhum modelo de regressao
ajustado a variagdo dos dados totais, mas com a adi¢do de mais trés geracdes, a trajectoria
evolutiva da populagdo NW, apresenta um bom ajustamento polinomial. Isto tanto pode
indicar que, com o aumento de geragdes em laboratorio esta caracteristica podera ter este
padrao evolutivo, como pode indicar que a réplica NW, esta a ter uma trajectdria evolutiva

diferente das outras réplicas.
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Figura 2.1 — Trajectérias Evolutivas para o regime NW (a esquerda) vs Método
Comparativo (a direita) utilizando os regimes CW, FWA, TW e NW. Nas Trajectorias sao
utilizados dados correspondentes as diferengas entre os valores médios de cada réplica ao
controlo e para o Método Comparativo (& direita) valores médios das réplicas das
populacdes CW, FWA, TW e NW. As barras de erro apresentadas correspondem a
heterogeneidade das diferencas das réplicas com igual indice, para as trajectorias
evolutivas (NW-NB; por exemplo) e a heterogeneidade dos valores absolutos das
populagdes replicadas, para o método comparativo. A trajectoria evolutiva entre a geracao
3 a 115 corresponde as populagdes NW. Para o método comparativo foram utilizadas as
geracdes 4 da CW, 24 da FWA, 69 da TW e 115 da NW. As caracteristicas representadas
sdo a) idade da primeira reprodugdo (A1R); b) fecundidade precoce (F1-7); c) fecundidade
de pico (F8-12); d) resisténcia das fémeas a inani¢cdo (RF); e) resisténcia dos machos a

inanigao.
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Tabela 2.1 — Modelos de regressdo obtidos utilizando Trajectorias Evolutivas e Método Comparativo. Sdo utilizados os dados obtidos a partir do ensaio das duas geragdes da

CW (4 e 7) para as diferentes caracteristicas da historia da vida: idade da primeira reprodugdo (A1R), fecundidade precoce (F1-7), fecundidade de pico (F8-12), resisténcia

dos machos a inanigdo (RM) e resisténcia das fémeas a inanigdo (RF).

G AlR F1-7 F8-12 RF RM
replica 1 | 4 ns ns ns ns ns
Método replica2 | 4 ns y =-8.09Ln(x) + 148.16** ns ns ns
Comparativo | replica 3 | 4 ns ns ns ns y =-1.94Ln(x) + 47.15*%
total 4 ns ns y =0.009x - 0.81x + 166.16** ns ns
replical | 7 ns ns y=0.01x>- 1.47x + 192.12% ns ns
Método replica2 | 7 ns ns ns ns ns
Comparativo | replica 3 | 7 ns ns ns ns y=-0.002x" +0.09x+ 40.67*
total 7 ns ns ns ns y =-0.072x + 45.16*
replical| 4 | y=-0.22 Ln(x)+1.16** | y=13.50Ln(x) - 69.06** y =17.37Ln(x) - 78.06** ns y =5.07Ln(x) - 14.95%*
Trajectorias |replica2 | 4 ns y=0.516x - 52.07** y =14.17Ln(x) - 72.84%*%* ns y=0.08x - 7.18**
Evolutivas |replica3 | 4 ns y = 11.59Ln(x) - 76.35%* y =17.02Ln(x) - 78.19** ns ns
total 4 | y=-0.11Ln(x)+0.67 ** [ y=14.57Ln(x) - 79.08** y =16.19Ln(x) - 76.36%* ns y =2.54Ln(x) - 9.84**
replical | 7 | y=-0.007x + 0.69** | y=15.01Ln(x) - 73.69%* y =20.87Ln(x) - 88.79** ns y=4.99Ln(x) - 14.71**
2
Trajectorias ' - - ok - - ok y=0.001x"- - - sk
EVJ()Iutivas replica2 | 7 ns y=0.51x-51.81 y =13.98Ln(x) - 72.27 0.1229x+ 0.2319* y=0.08x-7.12
replica3 | 7 ns y = 12.86Ln(x) - 80.24%%* y = 15.83Ln(x) - 74.53*%* ns ns
total 7 | y=-0.003x + 0.46** | y=15.62Ln(x) - 82.29** y=16.89Ln(x) - 78.53** ns y=2.41Ln(x) - 9.45**

Os modelos apresentados correspondem aos com menor valor de p obtido a partir das regressdes, sendo que quando p>0.1 néo foi considerado nenhum modelo. ns

p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.
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Método comparativo

Para este método foram feitas regressoes lineares utilizando os conjuntos de dados com a
geracao 4 do regime CW (e geracdes correspondentes: 24 da FWA, 69 da TW e 115 da NW)
e com a geracgao 7 do regimes CW (e geragdes correspondentes: 27 da FWA, 72 da TW e 118
da NW). De todas as caracteristicas estudadas no ensaio correspondente a geracdo 4 do
regime CW apenas a caracteristica F8-12 apresenta um modelo que traduz a varia¢do dos
dados totais com um bom ajustamento (tabela 2.1). No entanto este modelo nao sugere a
existéncia de um percurso evolutivo linear, o que traduziria semelhanca entre o padrdo
evolutivo dos diferentes regimes (fig. 2.1c, direita). No ensaio correspondente a geracdo 7 das
populagdes CW, 3, os dados totais da caracteristica RM sdo explicados por uma regressao
linear simples, o que podera sugerir, se nao uma trajectoria evolutiva semelhante, pelo menos
uma tendéncia para a diminui¢do desta caracteristica ao longo dos varios regimes (declive
negativo, tabela 2.1). Para as restantes caracteristicas ndo se infere nenhum padrdo evolutivo,
nem de convergéncia, nem de divergéncia, como se pode ver pelos graficos a direita nas

figuras 2.1a, 2.1b, 2.1d e 2.1e.

Trajectorias Evolutivas vs Método Comparativo

Os resultados obtidos pela andlise grafica dos dois métodos e pela auséncia de modelos
que se ajustassem aos dados do método comparativo sugerem uma diferenca entre as
trajectorias evolutivas e inferéncias feitas analisando o percurso evolutivo dos varios regimes
(método comparativo). Ao analisar os resultados do teste feito & homogeneidade de declives
entre os dois métodos verifica-se que apenas para a caracteristica F1-7 existem diferengas
significativas no termo geracao*modelo (tabela 2.2), o que indica que a trajectdria tragada
pelos dois métodos ¢ diferente para esta caracteristica. A significAncia apresentada para o
factor modelos deve-se ao facto de que os dados apresentados para os dois modelos serem
diferentes, uma vez que para as trajectorias evolutivas os dados sdo referentes a diferenca de
cada réplica ao controlo ¢ no método comparativo os dados correspondem aos dados

absolutos de cada réplica.

Tabela 2.2 — Resultados de testes ANCOVA as diferengas entre modelos obtidos pelo
método comparativo Versus trajectorias evolutivas. Sdo apresentados os valores de F assim
como a significancia. Os dados correspondem ao valor da diferenca NW;-NB; (sendo
i={1,2,3}) de cada caracteristica para as trajectorias evolutivas e¢ o valor absoluto de cada

réplica para cada caracteristica para o método comparativo, como variaveis dependentes; o
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tipo de analise

como factor com duas categorias

comparativo) ¢ a geragdo como covariato.

(trajectorias evolutivas e método

AlIR F1-7 F8-12 RF RM

Modelo 187.554** [ 346.668** | 349.130%* | 285.544** [ 215.443**
Geragdo ns 7.626%* | 16.174** ns ns
Modelo*Geragao ns 8.318** ns ns ns

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

2.4 - Discussao

Existe convergéncia?

Os resultados obtidos a partir das trajectdrias evolutivas sugerem a existéncia de
convergéncia das populacdes NW para as populagdes controlo, NB. Esta convergéncia ¢é
verificada na diminuicdo das diferengas entre os dois regimes a medida que o niumero de
geracdes das populagdes no laboratorio aumenta. Matos e colaboradores (2004) fizeram esta
mesma andlise, embora utilizando menor nimero de geragdes do regime NW, e obtiveram um
padrdo de convergéncia para as caracteristicas AIR, F1-7 e F8-12 ¢ parcialmente para a
resisténcia dos machos. Ao estender-se o nimero de geragdes analisadas foram reforcadas as
ideias de que as populagdes NW estariam a convergir para as caracteristicas ja referidas
anteriormente. Adicionalmente verificou-se que o padrdo evolutivo da resisténcia dos machos
ndo sugere convergéncia, mas sim um aumento desta caracteristica, ultrapassando o controlo.
Esta demonstracdo tardia deste padrdo para esta caracteristica podera ser devida a
complexidade da determinag@o desta caracteristica (Matos et al, 2004), ou mesmo devido ao
facto de ndo se relacionar directamente com a adaptagdo ao laboratorio. Ao contrario dos
resultados obtidos anteriormente para a resisténcia a inani¢do das fémeas, ndo foi encontrado
nenhum modelo capaz de descrever a dinamica evolutiva da caracteristica, o que também
podera derivar de padrdes evolutivos complexos, ou de auséncia geral de dindmica evolutiva

num periodo mais longo do estudo.

Serd o método comparativo um bom descritor de dindmicas evolutivas?

O método comparativo apoia-se no pressuposto de que populacdes inseridas no mesmo
habitat proveninentes do mesmo local irdo sofrer as mesmas pressdes e ter uma reacc¢ao
semelhante, apresentando por isso um padrao igual de adaptacdo. Assim poder-se-a estudar a
dinamica evolutiva utilizando dados de populacdes ha diferentes geracdes no mesmo habitat e
provenientes do mesmo local (Chippindale, 2006). Varios laboratérios utilizaram este mesmo

método para estudar a dindmica evolutiva de uma linha proveniente do mesmo local, com
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populacdes fundadas com véarios anos de diferenca (e.g. Hercus & Hoffmann, 1999; Sgro &
Partridge, 2000; Kennington et al, 2001). Este pressuposto de que as populagdes irdo ter igual
dindmica evolutiva devido ao facto de serem do mesmo local e estarem a sofrer as mesmas
pressdes ambientais, podera ser gorada se as populagdes tiverem fundos genéticos diferentes.
Diferencas na fundagdo terdo efeitos na diferenciacdo inicial ao laboratorio, seguidas ou nao
de alteragdes na dinamica de adaptacdo (aspectos que poderdo ndo ser independentes, uma
vez que a taxa evolutiva das populagdes pode depender da diferenciacdo inicial destas).

Apesar de na generalidade se observarem melhorias numa ou mais caracteristicas da
historia da vida, em estudos de adaptacdo ao ambiente controlado pelo Homem (Latter &
Mulley, 1995; Hercus & Hoffmann, 2001; Gilligan & Frankham, 2003; Griffiths et al, 2005
vs Matos et al, 2000a, 2002, 2004; Simoes et al, 2007a,b), existem disparidades entre autores,
nomeadamente nos que usam o método comparativo (Later & Mulley, 1995; Hercus &
Hoffmann, 2001; Gilligan & Frankham, 2003; Griffiths et al, 2005) vs evolugdo em tempo
real (Krebs et al, 2001; Matos et al, 2000a, 2002, 2004; Simdes et al, 2007a,b). A falta de
consisténcia entre estudos particularmente, na correlagdo entre a resisténcia a dessecagao e/ou
inanicdo com diversas caracteristicas pode ser devida aos diferentes métodos de estudo do
processo evolutivo entre autores (Matos et al, 2004, mas ver Harshmann & Hoffmann, 2000
para uma revisao das inconsisténcias e uma visao diferente do problema). No estudo feito por
Matos e colaboradores em 2004, os resultados do método comparativo eram semelhantes aos
obtidos com evolucdo em tempo real, para caracteristicas relacionadas com a fecundidade, ou
seja directamente relacionadas com a fitness. Para a resisténcia a inanigdo, isto ja nao foi
observado, o que sugere que para caracteristicas com padrdes evolutivos complexos, ou que
ndo estejam directamente relacionadas com a fitness, este método pode ser um mau preditor
de trajectorias evolutivas.

Os resultados obtidos pelo método comparativo no nosso estudo, utilizando os dois
conjuntos de dados, mostram que ndo existe um padrao evolutivo nas popula¢des durante a
adaptacdo ao laboratdrio, a ndo ser para a caracteristica F8-12. Isto difere da informacgao
obtida pela andlise directa de trajectdrias evolutivas, em que hd uma clara dindmica evolutiva
loglinear para caracteristicas de fecundidade. A disparidade entre esta andlise e a feita por
Matos et al (2004), em que foram obtidos resultados muito semelhantes entre os dois métodos
para as caracteristicas directamente relacionadas com a fecundidade, ndo era espectavel.
Nessa analise os autores propunham como explicagdo para a consisténcia dos dados

comparativos o facto de as caracteristicas relacionadas com a fecundidade demonstrarem um
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padrao muito robusto em todas as analises (ver Matos et al 2002, 2004). Esta robustez ja ndo
era apresentada para caracteristicas como a resisténcia a inani¢do que teriam um padrdo
evolutivo complexo. Na andlise as diferengas entre as dinamicas tragadas pelos dois métodos
os resultados obtidos ndo foram os esperados, visto que a complexidade inerente desta
caracteristica sugere a existéncia de diferengas nas duas aproximagdes. Isto porque para
padroes mais complexos quanto maior for o nimero de descritores (neste caso serd o nimero
de dados ao longo do tempo) melhor seréd a capacidade de predicdo do percurso adaptativo da
caracteristica. Devido a robustez apresentada pela caracteristica F1-7 ndo eram de esperar as
diferencas encontradas entre as duas aproximagdes. A explicagdo mais plausivel serd a de
diferengas entre fundacdes, que poderdo ter conduzido ao aparecimento de diferengas
inesperadas em caracteristicas relacionadas com a fecundidade.

Uma explicagdo possivel para esta disparidade de resultados serd o facto de as
populacdes utilizadas para estudar a dindmica evolutiva nesta analise, ndo serem as usadas na
analise feita em 2004, sendo as diferencas entre as fundacdes seriam responsaveis pela
diversidade de resultados obtidos. Simdes e colaboradores (2007b) fizeram esta analise com
este mesmo procedimento utilizando os dados das geragdes 3 da FWA, 48 da TW, 94 da NW
e 184 da NB. Nesta analise os resultados obtidos foram semelhantes aos descritos em Matos
et al. (2004), sendo que nas trajectorias evolutivas das caracteristicas ligadas a fecundidade se
observava um padrdo de convergéncia, o que nao se observava nas resisténcias.

Isto indica que a fundagdo CW podera ser a causa da disparidade de resultados entre as
duas andlises, levando a que ndo se possa tracar um padrdo evolutivo, para as populacdes da
Adraga presentes no laboratdrio, utilizando o método comparativo quando se inclui esta nova
fundagdo. De facto, ao contrario do observado nas restantes fundag¢des introduzidas no
laboratorio, as populacdes CW caracterizam-se por inicialmente apresentarem valores de
idade da primeira reproducdo e fecundidade precoce e de pico muito semelhantes, ou mesmo
superiores as do controlo. Esta discrepancia de valores nas geragdes iniciais pode ser a
responsavel pela falta de um modelo adequado, resultando nas diferengas observadas entre
este estudo ¢ os anteriores (Matos et al, 2004; Simdes et al, 2007b)

O problema aqui apresentado apenas reforca o cuidado a ter com a leitura dos resultados
obtidos através do método comparativo pois, embora neste caso, em particular, se consiga
identificar a razdo pela qual a dindmica tragcada ndo ¢é a correspondente as trajectdrias
evolutivas, outros casos havera em que nao ¢ utilizado nenhum método adicional ao

comparativo e poderd levar a falsas identificacdes de dinamicas evolutivas ou falta delas.
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3. Diferenciacao Inicial na Adaptagao ao Laboratorio

3.1 - Introducao

A diferenciagdo inicial de populagdes corresponde ao estado inicial de adaptagdo a um
novo ambiente e pode ser definida como uma comparagdo de diferencas quantitativas em
parametros relacionados com a fitness em populagdes recém-introduzidas com populagdes ja
adaptadas. Esta diferenciagdo inicial tem um grande impacto na trajectoria evolutiva das
populagdes, uma vez que podera ter uma influéncia directa na sua taxa de resposta evolutiva
(Matos et al, 2000a, 2002, 2004; Simdes et al, 2007b).

A diferenciagdo pode ser medida através de diversos pardmetros, sendo, normalmente,
utilizadas as caracteristicas da histéria da vida, devido a sua relagdo directa com a fitness. As
caracteristicas directamente seleccionadas num regime natural sdo aquelas que tém efeito
directa ou indirectamente na fitness, pelo que a resposta selectiva da populagdo esta
dependente destas caracteristicas e a taxa evolutiva da populagdo podera ser calculada pela
taxa evolutiva da fitness, dependendo da intensidade da selecgdo e da sua variancia genética
aditiva. Assim ¢ interessante estudar caracteristicas como a fecundidade, que representam
uma medida da adaptacdo ao ambiente, ou entdo caracteristicas directamente envolvidas na
sobrevivéncia do individuo, como por exemplo resisténcia a inani¢do, dessecagdo,
temperaturas extremas, componentes toxicos do meio (Service et al, 1985; Chippindale et al,
1996, 1997; Chippindale, 2006), etc. Como caracteristicas com efeito indirecto na fitness
temos por exemplo o tamanho dos individuos, que se pensa estar relacionado com a
adaptag@o ao stress térmico (Santos et al, 1988; Sgro & Partridge, 2000; Griffiths et al, 2005),
ou entdo, apesar de ndo muito utilizado, o comportamento (Service, 1989, 1993; Sokolowsky
et al, 1997; Morgan et al, 2003; Losos et al, 2004; Wilkinson et al, 2005) .

No género Drosophila o comportamento de acasalamento estd bem descrito e foi
estudado devido ao facto de poder ser um modelo para estudar a arquitectura genética de
caracteristicas complexas (Moehring et al, 2004). Para o caso especifico da Drosophila
subobscura a descrigdo da corte foi feita por Steele (1986a). Quando um macho encontra uma
fémea, aproxima-se dela por um dos lados e coloca-se a frente dela (fase de orientacdo),
dando pequenos toques na fémea com as patas da frente, podendo também abanar
ligeiramente as asas, ou rodar as patas do meio. A fémea entra entdo na fase da “danga”, em
que se desloca rapidamente de um lado para o outro, enquanto o macho tenta manter-se a sua

frente. Quando a fémea para, ou a meio da fase da danga, o macho dispde as asas em V
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(chamado o display de asas). Apds isto a fémea podera estender o proboscis para tocar no
proboscis do macho (que podera ou ndo conter uma gota de comida), ¢ de seguida o macho
movimenta-se rapidamente para a zona posterior da fémea e inicia a cépula. Comportamentos
de rejeicdo por parte da fémea incluem voar para longe, fugir, extrusdo do ovipositor ou
dobrar o abdomen. Na Drosophila subobscura o estimulo visual é de extrema importancia
para a corte, por isso o comportamento de acasalamento estd directamente relacionado com a
luz, que serve como estimulante ¢ sem a qual ndo ha inicio de corte (Philip et al, 1944),
embora haja estudos em que se observa a existéncia de copula mesmo sem luz, mas apenas
apos seleccdo para esta caracteristica (Pinsker & Doschek, 1980; Kleist, 1985). A maioria dos
estudos comportamentais em Drosophila focam-se na determinagdo genética da corte e
copula (Kleist, 1985; Noor, 1997; Lawniczak & Begun, 2004; Moehring & Mackay, 2004;
Markow & O’Grady, 2005) ou na correlagdo do comportamento com caracteristicas sobre
selec¢ao directa (Service, 1989, 1993; Sokolowski et al, 1997; Sgro et al, 2000) ou o seu
papel no isolamento reprodutor (Korol et al, 2000; Kauer & Schlétterer, 2004).

O comportamento de fuga ¢ uma outra caracteristica comportamental que ¢ de esperar
que sofra alteracdes aquando da introducdo das populagdes em laboratorio, uma vez que,
enquanto na natureza, individuos mais activos neste tipo de comportamento teriam mais
vantagem na procura de recursos, na saida de adultos recém emergidos de frutos, etc. No
entanto no laboratério este tipo de comportamente ¢ fortemente contra-seleccionado por
escaparem de tubos, ou caixas populacionais. Apesar de haver observac¢des ad libidum deste
tipo de comportamento, que se saiba ainda ndo foi feito nenhum estudo para o caracterizar
durante o processo de adaptagdo ao laboratério.

Na literatura existem diversos estudos de caracteristicas morfologicas que relacionam o
aumento do tamanho do corpo do individuo adulto com a latitude (Santos et al, 1992, 2004;
Gilchrist et al, 2001), ou que relacionam o aumento/diminui¢do do corpo com a selec¢do para
resisténcia a diferentes tipos de stress (Hoffmann et al, 1999; Huey et al, 2000; Schiffer et al,
2004) ou ainda que relacionam o tamanho do corpo com a fitness (Hedge & Krishna, 1999).
Os poucos estudos existentes que caracterizam o tamanho do adulto durante a adaptacdo ao
cativeiro nao indicam alteragdes evolutivas no tamanho deste (Hoffmann et al, 1999; Sgro &
Partridge, 2000, Griffiths et al, 2005, Chippindale, 2006).

Em estudos de adaptagdo ao laboratério, Matos e colaboradores (2002, 2004) tém vindo
a estudar a evolucdo de populagdes com um numero variado de geragdes em laboratdrio,

procurando caracterizar as taxas evolutivas de caracteristicas como a idade da primeira
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reproducdo, fecundidade precoce, fecundidade de pico e resisténcia a inani¢do, em estudos
envolvendo diversas fundagdes, diferindo quer no espaco quer no tempo (Matos et al 2000a,
2002, 2004; Simoes et al 2007a).

Neste trabalho sera analisada a diferenciacdo inicial, relativamente a populagdes ja
estabelecidas no laboratério, de uma nova fundagdo, CW, envolvendo quer as caracteristicas
da historia da vida, que tém caracterizado os estudos anteriores da equipa, quer novas
caracteristicas, comportamentais ¢ morfologicas. Os objectivos deste capitulo serdo entdao o de
caracterizar as diferencas existentes entre populagdes recém introduzidas no laboratério (CW)
e 1) Populacdes ja estabilizadas no laboratorio (NW) ao nivel de caracteristicas
comportamentais; 2) Populagdes ja introduzidas hd um numero variavel de geragdes no
laboratdrio, derivadas de diferentes fundagdes, ao nivel de uma caracteristica morfologica e

ao nivel da diferenciacao inicial de varias caracteristicas da historia da vida.

3.2 - Materiais € Métodos

Fundacdo e manutencdo das populacdes

Neste estudo sdo apenas utilizadas as populagdes provenientes de colheitas na Adraga
(perto de Sintra). Para além dos regimes NB, NW, TW, FWA ja presentes no laboratorio, foi
feita uma nova fundacao a partir da populacio de Sintra, em finais de Outubro e principios de
Novembro de 2006. Foram utilizadas 58 fémeas capturadas para fundar a populagdo CW, que
ap6s duas geracdes em laboratorio, foi replicada em em 3 populagdes réplica, designadas
CW ;. Assim as populacdes utilizadas sdo: NBj.3, NW 3, TW3, FWA ;3¢ CW 3.

A manutenc¢do das populagdes ¢ semelhante a descrita anteriormente no capitulo 1.

Ensaio de Comportamento de Fuga

Este ensaio envolveu os regimes NW, FWA e CW, nas geracdes 114, 23 e 3,
respectivamente. Para este ensaio recolheram-se 8 tubos extra com 70 a 80 ovos, utilizando o
procedimento normal de manutencao de populacdes. Dois dias antes da emergéncia colocou-
se a grade com os 8 tubos num garrafao de 10L transparente, cobrindo de seguida a parte
cortada (correspondente ao fundo) com uma rede, para possibilitar a livre circulacdo do ar e
minizar as diferencas entre as populagdes de manutencdo e as que estavam a ser ensaiadas.
Colocaram-se, entdo, os garrafdes na incubadora, sendo a sua posi¢do relativa mudada todos
os dias de modo a homogeneizar as condi¢des entre populagdes. Apos os primeiros 4 dias de

emergéncias das moscas, os garrafoes foram colocados no congelador, contando-se depois o
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numero de individuos e separarando-se os sexos das moscas que estavam fora dos tubos. Da
grade de cada populagdo retiraram-se trés tubos a partir dos quais se definiu o sex-ratio das
emergéncias. Dos restantes tubos contou-se o numero de individuos.

O objectivo deste ensaio foi quantificar o grau de diferenciagdo do comportamento de

fuga em populagdes com um nimero variado de geragdes em laboratorio.

Ensaios de Caracteristicas da Historia da Vida

O primeiro ensaio envolveu os regimes CW, FWA, TW, NW e NB que estavam nas
geracgdes 4, 24, 69, 115 e 205, respectivamente. O segundo ensaio envolveu as geragdes 7 da
CW, 27 daFWA e NARA, 72da TW e AR, 118 da NW e 208 da NB.

A metodologia destes ensaios ¢ semelhante a ja apresentada anteriormente, com a
diferenca de, adicionalmente, ter sido feito um estudo da fecundidade e resisténcia de casais
heterogamicos CW e NW. Casais homogamicos consistem em casais da mesma populacao
(por exemplo: QCWxJ'CW) e casais heterogdmicos sdo constituidos por uma fémea de uma
populagdo e um macho de outra, ambos com o mesmo numero de réplica (por exemplo:
QCW x3NW)). O objectivo destes ensaios é caracterizar as populagdes ha diferentes
geragdes em laboratorio em caracteristicas relacionadas com a adaptacdo em laboratério. Com
a adi¢do do estudo de homogamia versus heterogamia pretende-se testar se existe influéncia

do macho nos varios parametros da fecundidade da fémea.

Ensaios de Comportamento de Acasalamento

Para todos os ensaios de comportamento foi feita uma recolha extra de 6 a 8 tubos com
70 a 80 ovos das populacdes a ensaiar e utilizou-se o procedimento habitual de manutengao
de populacdes. No segundo ou terceiro dia de emergéncias foi feita a separacdo de individuos
virgens de cada sexo utilizando o método de anestesia por CO, (a separacdo foi feita nas
primeiras 6 horas apds a emergéncia para garantir que os individuos eram virgens). No dia
antes dos ensaios os individuos eram novamente separados, desta vez um adulto por tubo

(com excepgdo do ensaio de re-acasalamento).

—> Ensaio de acasalamento de homogamicos versus heterogamicos
Foram feitos dois ensaios de acasalamento, nas geracdes 4 ¢ 6 das populagdes CW (115 e
117 de NW). Para cada ensaio foram utilizados adultos separados com 6 dias de idade e foram

feitos casais homogamicos (utilizando machos e fémeas da mesma populagcdo) e casais
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heterogamicos (com machos e fémeas de populacdes diferentes, por exemplo: fémea NW,
com macho CW; e vice versa). Para o primeiro ensaio foram feitos trés blocos de oito séries
(em cada bloco apenas eram observados casais da mesma réplica). Em cada série observaram-
se oito casais que incluiam 2 casais homogadmicos NW e CW e dois casais heterogamicos
NWxCW e CWxNW. Para o segundo ensaio foram feitos 3 blocos (em cada bloco
observavam-se casais com a mesma réplica) com 5 séries, mantendo-se o numero de casais
por série. A observagao foi dada por terminada quando todos os casais acabaram a copula ou
caso passassem duas horas de observagdo (excepto se a copula excedeu o tempo maximo de

observacdo, em cujo caso registou-se sempre o seu final).

—> Ensaio de competigado

Neste ensaio foram utilizadas as populagdes CW e NW nas geragdes 6 e 117,
respectivamente. Os machos deste ensaio foram marcados com pds de modo a permitir a
distingdo quando em competi¢do. Os pos utilizados foram das cores vermelha e azul (ex ref
Hoechst Artiengesellschaft, Rojo Hostasol GG-K type 8081) e metade dos machos da
amostra de cada populagdo foram pintados de azul e a outra metade de vermelho, para
poder-se extrair o possivel efeito que os pds tivessem sobre os machos e/ou as fémeas.
Foram feitos 3 blocos de observagdes, cada um com 5 séries ¢ em cada série foi feita a
observagao de 4 tubos. Em cada tubo foi colocada uma fémea (CW ou NW) e dois machos
(um CW e outro NW), sendo que cada série envolveu dois tubos com fémeas CW e dois
tubos com fémeas NW. Cada vez que se observou um acasalamento num tubo, mesmo que
nao houvesse corte pelo outro macho, deu-se por terminada a observagao naquele tubo. As
observagoes foram terminadas ou quando todos os casais acabassem de acasalar, ou caso

passase uma hora e meia de observacao.

—> Ensaio de Re-acasalamento

Para este ensaio ndo foi efectuada a separacdo das fémeas no dia anterior, mantendo-se
os grupos de 4 fémeas, e foram utilizadas as populagdes CW e NW nas geragdes 6 e 117,
respectivamente. Neste ensaio foram feitas 10 observagdes de cada populagdo, em conjuntos
de oito tubos distribuidos por 8 séries (em que a ultima série tinha apenas 4 tubos). Dentro
da mesma série observaram-se popula¢des com o mesmo numero de réplica. A observagao

foi dada por terminada quando os machos em todos os tubos ja tinham acasalado com as
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quatro fémeas (quatro cépulas), ou caso passassem duas horas de observagdo (mesmo que a

copula excedesse o tempo maximo de observagao, registava-se sempre o seu final).

Estudos de morfologias

Para este estudo fez-se a medig¢do de 30 individuos de cada sexo de todas as populacdes
fundadas a partir de Sintra e presentes no laboratdrio, correspondendo a geragdao 4 da CW, 3,
G245 FWA, G69,3 TW, G115,5 NW e G205,.5 NB. Como medida do tamanho foi utilizado
o comprimento do térax, tendo como pontos de referéncia o extremo anterior do mesonoto e o
extremo posterior do escutelo (e.g. Ruiz et al, 1991). As medi¢des foram efectuadas com
microscopio estereoscopico utilizando uma escala arbitraria de 120 divisdes aplicada na
ocular. A ampliacdo da ocular utilizada era 10x e a da objectiva era 25x, ficando no total

250x.

Tratamentos estatisticos

Todas as analises de dados foram feitas utilizando o sotware Excel e Statistica 7.0.
- Comportamento de fuga

A partir do nimero de adultos contado nos tubos dos varios regimes fez-se uma
estimativa da média (+ erro) do numero de adultos por populacdo. Foram feitos teste t para
testar a existéncia de diferencas na densidade de individuos dentro dos tubos: entre cada
réplica, utilizando a média do nimero de adultos em cada réplica do mesmo regime; e entre
regimes, utilizando os valores médios de cada regime. Para testar diferencas entre o nimero

de fugas foi feito um teste t utilizando a média do niumero de fugas em cada regime.

—> Acasalamentos Homogamicos versus Heterogamicos

Nestas analises foram utilizadas 5 caracteristicas temporais (em segundos): A; — tempo
desde o inicio do ensaio até ao comego da corte pelo macho; A, — tempo desde o inicio do
ensaio até a fémea aceitar o macho, ou seja até ao inicio da copula; As — tempo desde o inicio
do ensaio até ao término da copula; DCt — duragdo da corte; DCp — duragao da copula.

a) Para testar os efeitos dos diferentes regimes nos tempos obtidos foi utilizado o

seguinte modelo:
Y=p+M+F+B+M*F+F*B+M*B+M*F*B+¢
sendo M e F os factores fixos macho e fémea, respectivamente, cada um com dois niveis

(CW e NW) e B o factor aleatério bloco, com trés niveis (1, 2 e 3). A existéncia de
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influéncias do macho nos parametros obtidos sera dada pelo factor M, e o da fémea pelo F, a
interacgdo entre os dois factores irad testar se existem efeitos significativos do regime a que
pertence o macho sobre o desempenho da fémea (ou vice-versa), ou seja, indica as
diferengas entre casais homogamicos e heterogamicos.

Foi ainda feita uma ANCOVA com seguindo o modelo:

Y=p+M+B+G+M*G+M*B+M*B*G +¢

sendo R e B (regime do macho e bloco, respectivamente) as variaveis independentes; a
geragdo (geragdo 4 e 7 das populacdes CW) o covariato, e as varidveis dependentes os
diferentes parametros obtidos. Uma andlise equivalente foi feita para o regime da fémea. O
parametro geracdo vai indicar se existem diferencas entre geracdes para os Varios
parametros, e a interaccdo do covariato com o regime permite-nos saber se as diferengas
entre os dois regimes variam entre geragdes.

Foi, ainda, testada a diferen¢a no nimero de cortes com e sem acasalamento utilizando a
proporcao de nimero de cortes com acasalamento sobre o numero de cortes totais, para cada
tipo de acasalamento (homogamico VS heterogamico). Para tal, foi efectuada uma
transformagdo arcsen sobre os dados das proporgdes e foram efectuados testes t
emparelhados.

b) Para testar a existéncia de diferengas nos tempos obtidos devido a direc¢ao do
cruzamento (NWxNW, NWxCW, CWxCW, CWxNW) foi utilizado o seguinte modelo de
ANOVA:

1) ANOVA bifactorial mista, seguindo a expressao:

Y=p+C+B+C*B+¢

sendo a direc¢do do cruzamento, C, o factor fixo, com quatro niveis (N, C, CN, NC), e B
o factor aleatdrio bloco, com trés niveis (1, 2 € 3). A existéncia de diferengas significativas ¢
dada pelo factor C e, caso este seja significativo, como existem 4 direcg¢des diferentes, sdo

feitas comparagdes entre cada par de cruzamentos, para ver quais sdo as que diferem.

Competicdo

Nas andlises que se seguem utilizaram-se 3 caracteristicas temporais (em segundos): T —
tempo desdo o inicio do ensaio até ao inicio da primeira corte feita a fémea; T, — tempo
desde o inicio do ensaio até ao inicio da corte pelo macho que ainda ndo tinha cortejado; T3

— tempo desde o inicio do ensaio até haver copula por um dos machos. Adicionalmente
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utilizaram-se ainda as caracteristicas: C; — cor do primeiro macho que cortejou; C, — cor do
segundo macho que cortejou; Cs — cor do macho que copulou com a fémea.

a) Inicialmente testou-se a existéncia do efeito da cor do macho na fémea, no numero de
cortes e acasalamento. Para tal foram utilizadas porpor¢des do numero de cortes com
acasalamento/numero total de cortes e foi aplicada a transformagdo arcsen. De seguida foi
feito um teste t sobre os dados transformados, para cada um dos regimes. Para ver as
diferencas entre os machos dos dois regimes foi feito um teste binomial ao regime CW,
tendo como pressuposto a igualdade do ntimero de cortes ou acasalamentos para cada tipo de
fémea, sendo testada também a existéncia de um desvio no numero de acasalamento do
macho de uma cor para as duas populagdes das fémeas (exemplo: diferencas no niimero de
acasalamentos do macho azul CW com a fémea CW e depois com a fémea NW).

b) Foi também testado o efeito da cor nos tempos da corte e do acasalamento, tanto nos
machos como nas fémeas, para tal foram utilizadas as seguintes ANOVAs:

1) ANOVA trifactorial mista, seguindo a expressao:

Y=p+M+C+B+M*C+ M* B+ M*C*B + ¢

sendo M o factor fixo macho (com dois niveis CW ¢ NW), C o factor fixo cor (com dois
niveis: azul e vermelhor) e B o factor aleatorio bloco, com trés niveis (1, 2 e 3). A existéncia
de diferencas entre os regimes foi dada pelo parametro M, enquanto que para a influéncia da
cor do macho nos tempos foi utilizado a interac¢do macho*cor. Este mesmo modelo foi
utilizado para testar a influéncia do regime das fémeas nos parametros obtidos, substituindo
o factor M na expressdo por F.

Depois de testar a influéncia do factor cor foi entdo utilizado o seguinte modelo
ANOVA:

2) ANOVA trifactorial mista, seguindo a expressao:

Y=p+M+F+B+M*F+ M*F*B + ¢

sendo M e F os factores fixos macho e fémea, respectivamente, com dois niveis (CW e
NW), e B o factor aleatério bloco, com trés niveis (1, 2 e 3). Tal como anteriormente, a
existéncia de diferencgas entre regimes foi dada pelos factores M, para machos, e F, para
fémeas. Por outro lado, o termo de interac¢ao macho*fémea indica a existéncia, ou nao, de
efeitos significativos do regime do macho sobre a fémea e vice-versa (diferengas entre casais
homogamicos e heterogadmicos). Foi utilizado método descrito em Sokal e Rohlf, (Sockal &

Rohlf, 1981) para fazer o pool de dados, para retirar o factor cor do modelo de ANOVA.
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Re-acasalamento

Nas andlises que se seguem utilizaram-se 2 caracteristicas temporais (em segundos): D,
— duracdo do acasalamento n; T a1y — tempo entre o acasalamento n e o acasalamento n+1.
Adicionalmente foi utilizado o niimero de fémeas com as quais cada macho copulou (N).

a) Para testar a existéncia de diferencas, nos varios parametros, entre os regimes dos
casais foi utilizado o seguinte modelo ANOVA:

1) ANOVA bifactorial mista, seguindo a expressao:

Y=p+R+B+R*B+¢

sendo R o factor fixo regime (com dois niveis CW e NW) e B o factor aleatorio bloco,
com trés niveis (1, 2 e 3). A existéncia de diferengas significativas nos parametros obtidos,
devido ao regime do casal, foi dada pelo factor R.

b) Adicionalmente, foi testada a diferenca entre as duracdes das copulas, utilizando o
seguinte modelo ANOVA:

Y=p+R+ B+ X+R*X+R*B+ R*X*B +¢

sendo R o factor fixo regime (com dois niveis CW ¢ NW), B o factor aleatorio bloco e o
numero de acasalamentos ocorridos, X, o covariato. Como anteriormente descrito, o termo R
reporta as diferencas entre regimes. Para ver se existem diferencas entre os regimes na
duragdo dos acasalamentos em fun¢do do numero de acasalamentos ja feitos pelo macho, foi

utilizado o termo de interacgdo regime*numero de acasalamentos (R*X).

Morfologias

Nesta analise utilizaram-se duas caracteristicas: M — medi¢ao do tamanho do individuo;
S — sexo do individuo.

a) Para testar a existéncia de diferencas entre o tamanho dos individuos dos varios
regimes utilizou-se o seguinte modelo de ANOVA:

1) ANOVA bifactorial mista, seguindo a expressao:

Y=p+R+B+R*B+¢

sendo R o factor fixo regime (com 5 niveis: NB, NW, TW, FWA e CW) e B o factor
aleatorio bloco (com trés niveis 1, 2 e 3). Este modelo foi aplicado tanto a dados de machos
como a dados de fémeas. A existéncia de diferencas significativas de tamanhos, entre os
varios regimes ¢ dada pelo o factor R.

b) Testou-se ainda a existéncia de efeito do sexo nas diferencas entre o tamanho dos

individuos dos varios regimes, utilizando o seguinte modelo ANOVA:
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1) ANOVA trifactorial mista, seguindo a expressao:
Y=pu+R+S+B+R*S+R*B+S*B+R*S*B+¢
Sendo R e S os factores fixos regime (com 5 niveis: NB, NW, TW, FWA e CW) e sexo
(com dois niveis: macho e fémea), respectivamente, ¢ B o factor aleatorio bloco (com trés
niveis 1, 2 e 3). A existéncia de diferencas significativas entre os sexos ¢ dada pelo factor S e
o termo de interac¢do sexo*regime diz-nos se as diferencas de tamanho dos individuos entre

regimes varia com o sexo.

Caracteristicas da Historia da Vida

Nesta andlise utilizaram-se as 5 caracteristicas da historia da vida: idade da primeira
reproducdo (A1R), fecundidade precoce (F1-7), fecundidade de pico (F8-12), resisténcia dos
machos a inanicdo (RM) e resisténcia das fémeas a inanicdo (RF). Como foi dito
anteriormente, estes dois ensaios utilizaram casais homogamicos e heterogdmicos
QCW*INW e QNW*IZCW, por isso foram feitos dois tipos de analises diferentes: analise as
diferencas entre NW e CW, usando os dados dos casais heterogdmicos e homogamicos
correspondentes, e analise apenas com casais homogamicos destes regimes e das geragdes
iniciais das populacdes NW, TW, FWA e CW.

a) Analise das diferencas entre CW e NW:

1) Para testar a existéncia de diferencgas e da sua varia¢do ao longo das geragdes foram
aplicados os seguintes modelos

—> para testar se existiam diferencas entre CW e NW na mesma geracéo foi aplicado um
modelo de ANOVA bifactorial mista segundo o modelo:

Y=p+R+B+R*B+¢g

Os valores das variaveis dependentes correspondem aos valores absolutos de cada casal
da geracdo 4 e 7 do regime CW, o factor fixo R representa o regime e B representa o factor
aleatodrio bloco.

—> para testar a existéncia de diferencas significativas entre geragdes, para os dois
regimes, foi aplicada uma ANOVA bifactorial mista segundo o modelo:

Y=p+G+B+G*B+¢
em que os valores das variaveis dependentes correspondem a diferenga dos dados individuais
de cada réplica a média da réplica do controlo correspondente (por exemplo: casal2cw; —
médianwi). O factor fixo G representa a geragcdo (4 ou 7) e vai indicar se existem diferencas

ao longo das geragdes e o factor aleatorio B corresponde ao bloco (com trés niveis: 1, 2 e 3).
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2) para testar a existéncia de diferencas entre casais homogamicos e heterogamicos foi
utilizado um modelo de ANOVA para as diferentes geracdes.

—> inicialmente foi feita uma ANOVA trifactorial mista, seguindo a expressao:

Y =p+ M+ F+ B + M*F + F*B + M*B+ M*F*B + ¢

sendo M e F os factores fixos macho e fémea, respectivamente, cada um com dois niveis
(CW e NW) e B o factor aleatério bloco, com trés niveis (1, 2 e 3). Este modelo foi utilizado
com o intuito de verificar se existiam diferencas significativas entre os machos e fémeas de
cada regime e se a sua interacgao seria significativa.

b) andlise da diferenciacao inicial das CW versus FWA, FWB, TW:

Para esta andlise foram feitas regressdes lineares para cada regime, utilizando como
dados a diferenca de cada réplica ao controlo (e.g. CW, — NW,), no conjunto inicial de
geragOes ensaiadas. Foram utilizados os valores das geragdes 3 a 14 da TW, 3 a 15daFWA e
FWB e 4 ¢ 7 da CW, utilizando como controlo a populagdo NW, uma vez que este estudo
incide sobre a diferenciacdo da CW e tem sido utilizada a populacdo NW como controlo para
esta populacdo. A diferenciacdo inicial das populagdes ¢ dada pelo valor de intercepcdao da
recta com o eixo das abcissas e, juntamente com a taxa evolutiva (que ¢ dada pelo declive da
regressao), pode ser um indicador do tipo de dindmica evolutiva das populagdes no periodo
inicial de adaptacdo ao laboratorio. Para testar se existem diferencas significativas entre a
diferenciagdo inicial das populagdes comparadas foram feitas ANOVAs simples relativas ao
valor da intercep¢do dos modelos lineares de cada populacdo réplica seguindo o modelo:

Y=p+F+eg
em que o factor fixo fundacao, F, indica os diferentes regimes analisados. Nos casos em que
existiam diferencas significativas no factor fundagdo, foram feitos contrastes, para determinar

entre que regimes ¢ que existiam diferencas.

3.3 - Resultados

Comportamento

Comportamento de Fuga

Os resultados do teste as densidades indicam que h4d um desvio da densidade por tubo
entre réplicas do regime FWA, CW ¢ NW (p=0.047, p= 0.020 e p=0.097, respectivamente) e
entre os trés regimes (p = 0.032). Os desvios de densidade observam-se entre o regime CW e

FWA (tabela 3.1).
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Tabela 3.1 — Teste t as diferencas de densidade e de nimero de fugas entre regimes

CW-NW | CW-FWA | NW-FWA

densidade 0.66 16.82* 2.79
n° de fugas 1 1.85 1.99
* p<0.05.

Nao foi observado um numero de fugas diferencial dentro dos regimes (CW: p=0.98,
FWA: p=0.20, NW: p=0.42) e ao comparar os pares de regimes também nao se observaram
diferencgas (tabela 3.1).

Acasalamentos Homogimicos versus Heterogdmicos

Nao se observaram diferengas entre fémeas dos regimes CW ¢ NW para nenhuma das
geracdes (tabela 3.2). Por outro lado, observou-se que os machos NW da geragao 4
apresentam um tempo significativamente menor desde o inicio do ensaio até iniciar a corte
(A1), iniciar a copula (A2) e finalizar a copula (A3) e demoram menos a fazer a corte (DCt)
do que os macho CW (tabela 3.2 e fig.3.1, esquerda). Por outro lado, a duracdo da coépula
(DCp) ¢ marginalmente maior que para os CW (tabela 3.2, fig. 3.1, esquerda). Na geracao 7,
observa-se que os machos NW continuam a demorar mais na copula que os CW (tabela 3.2,
fig. 3.1, direita), mas as restantes diferencas deixaram de ser significativas (tabela 3.2). Nos
casais homo e heterogdmicos ndo se observam diferencas significativas para nenhuma
geracao (interac¢ao fémea*macho na tabela 3.2).

A preferéncia do macho, ou da fémea, pelo sexo oposto de outro ou do mesmo regime
pode manifestar-se ndo s6 nos tempos de acasalamento como no ntimero de cortes (no caso do
macho) e acasalamentos (no caso da fémea). O macho aparenta ndo ter preferéncias no regime
das fémeas, uma vez que ndo houve casais em que o macho nao tenha efectuado corte, em
nenhuma das geragdes. Por outro lado, houve casais em que nao houve cépula, embora nao

tenha havido uma direc¢do preferencial na escolha dos machos nas duas geragdes (tabela 3.3).

Tabela 3.2 — Valores dos testes ANOVA as diferencas entre fémeas, machos e tipo de
casal nas geracdes 4 e 6 do regime CW. Valores de F e a sua significancia sio

apresentados para os diferentes parametros medidos.

Al A2 A3 DCt DCp
Fémea ns ns ns ns ns
G4 Macho 94.39** | 97.69** | 38.59** | 42.06** | 11.19*
Fémea*Macho ns ns ns ns ns
Fémea ns ns ns ns ns
G6 Macho ns ns ns ns 31.45**
Fémea*Macho ns ns ns ns ns

Al, A2, A3, DCt, DCp correspondem respectivamente a: tempo desde o inicio do
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ensaio ao inicio da corte; tempo desde o inicio do ensaio até ao inicio da copula;
tempo desde o inicio do ensaio até ao fim da copula; duracdo da corte; duracdo da

copula. ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

1400 1400
Al Al
1200 3 A2 1200 A2
4 A3 4 A3
% DCt _$¢ DcCt
1000 DCp 1000 DCp
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NS - .

NwW Ccw NW cw

Fig. 3.1 — Valores médios de tempo dos machos NW e CW no ensaio da geracdo 4 (a
esquerda) e na geracdo 6 (a direita). O erro apresentado corresponde a intervalos de

confianca a 95%. Para ver abreviaturas consultar a tabela 3.2.

Na anélise da variagao dos tempos entre geragdes observaram-se diferengas no tempo até
inicio e fim de copula e duracdo da copula entre geracdes, variando estas consoante o regime
do macho (interaccdo macho*geragdo, tabela 3.4). Para além disso, houve também
modificacdo do tempo até ao inicio da corte entre geragdes, para machos e fémeas (tabela
3.4). Nas fémeas observou-se que a modificagdo do tempo de inicio da corte variava entre
geragdes e entre regimes (interac¢do fémea*geragdo, tabela 3.4).

Para além de testar a existéncia de diferencas entre casais homogamicos e heterogamicos,
¢ também interessante testar se existem diferencas entre as varias direcgdes que o casal pode
tomar. A direccdo de um acasalamento ¢ dada pelo tipo fémea e pelo tipo de macho que
compde o casal, existindo, neste caso, quatro direcgdes: N - QNWINW; C - QCWICW; NC
- INWJICW; CN - QCWAINW. Verificou-se que existem diferengas significativas na duragdo
da copula entre as direccdes do cruzamento (tabela3.5a). Esta diferenca deve-se ao casal
homogamico NW demorar mais tempo a copular que os restantes (tabela 3.5b e fig. 3.2).
Como foi observado anteriormente, o0 macho NW leva mais tempo a copular do que o macho
CW e, comparando o acasalamento homogamico NW com o outro acasalamento com o macho
NW (acasalamento CN), verifica-se que existe uma grande discrepancia entre os tempos

destes dois (fig 3.2), sugerindo que a diferenca poderd ser, nao s6 devido ao macho, mas
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também a fémea NW e que a interac¢do entre os dois é que leva ao aumento de tempo da
duragio da copula. E também de notar que o acasalamento homogamico CW ¢ o que apresenta

menor duragdo de copula (fig. 3.2).

Tabela 3.3 — Valores do teste t feito as diferengas no niimero de cortes com copula entre
acasalamentos homogéamicos e heterogdmicos para as geragdes 4 e 6. Os valores
utilizados correspondem a transformacdo arcsen das porporgdes entre ‘n° de cortes com

acasalamento/n® total de cortes’.

geracao 4 | geracéo 6
teste t 1.37 0.1
* p<0.05

Tabela 3.4 — Valores dos testes ANCOVA as diferengas entre geracdes para fémeas, ¢

machos. Sdo apresentados valores de F e a sua significancia.

Al A2 A3 DCt DCp
Macho ns ns ns 19.7522** ns
Geracao 9.4264** ns ns ns ns
Macho*Geragéo ns 6.5787* | 6.05339* 8.009** ns
Femea ns ns ns ns 15.4645*
Geracao 17.4771* ns ns ns ns
Femea*Geracdo | 7.4399* ns ns ns ns

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

Tabela 3.5 — Valores dos testes ANOVA as diferengas entre as direcgdes dos
cruzamentos e os contrastes. Sao apresentados os valores de F e a sua respectiva
significancia, a) valores de ANOVA as diferencas entre direcgdes de cruzamentos para as

geracdes 4 ¢ 6; b) contrastes feitos a durag@o da copula na geragéo 6.

a) Al A2 A3 DCt DCp
G4 ns 3.7885* ns ns 4.4290*
G6 ns ns ns ns 6.9619**
b) ONWAINW | QCWAICW | QCWAINW | QNWICW

ONWINW

QCWJICW 19.53*

QCWINW 6.79** ns

ONWJICW 10.58** ns ns

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.
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Fig. 3.2 — Valores médios das varias direc¢des dos cruzamentos, para a duragdo da copula

na geragdo 6. O erro apresentado corresponde a intervalos de confianca a 95%. N -

ONWAINW; C - QCWJICW; NC - PNWJICW; CN - QCWIENW.

Competi¢do

Devido ao delineamento experimental deste ensaio, nomeadamente, o facto de ter sido
necessario pintar os machos para os poder distinguir, foi definido o pardmetro cor nas
analises, de modo a tentar extrair o seu possivel efeito no macho e na fémea, no acasalamento
e na corte. Devido ao aumento de complexidade dos modelos de ANOVA e a perda de graus
de liberdade foi-se, inicialmente, determinar se havia diferengas significativas devido ao
factor cor. Observou-se que os machos azuis, tanto CW como NW, cortejam mais do que os
machos vermelhos (tabela 3.6) e que o macho azul CW acasala menos do que o vermelho,
enquanto que o macho azul NW acasala mais (tabela 3.6). Embora os machos azuis
consistentemente cortejem mais do que os vermelhos, verifica-se que ndo acasalam sempre
mais do que os vermelhos. Esta inconsisténcia de resultados entre cores pode dever-se a um
efeito aleatdrio e ndo necessariamente a cor com a qual o macho estd pintado. Ao comparar o
numero de cortes/acasalamentos, vé-se que o macho CW corteja ligeiramente mais fémeas do

que o macho NW, mas que consegue acasalar com muito menos fémeas.

Tabela 3.6 — Numero de cortes ¢ acasalamentos dos machos azuis CW ¢ NW e para
machos CW com pool de dados. Sdo apresentados o numero de cortes e acasalamentos
feitos e a sua respectiva significancia (valor esperado era 15 para os machos azuis CW e

NW e para o macho CW era 30). A hipotese nula utilizada foi Hy: pnw= pew-

Cortes | Acasalamentos

Macho Azul CW 17~* 11*
Macho Azul NW 16* 18+
Macho CW 31* 23*

Desvios significativos aos valores esperados sdo assinalados por *.
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Nao se verificaram efeitos significativos da cor do macho (tabela 3.7a) para o tempo até
ao inicio da corte/copula (T1/T3), pelo que se fez o pool dos dados, retirando-se o factor cor.
Nao se observaram diferencas nem entre regimes de fémeas (tabela 3.7b), nem entre casais
homogamicos e heterogamicos (termo de interac¢do fémea*macho, tabela 3.7b). No entanto
verificou-se que o macho CW demora marginalmente mais tempo a iniciar a corte que o NW
(tabela 3.7b e fig. 3.3). Observa-se ainda que, apesar de a interaccdo fémea*macho ndo ser
significativa, o macho CW demora sempre mais tempo a iniciar a corte/copula com a fémea

CW e que o macho NW apresenta um tempo semelhante com qualquer fémea (fig 3.3).

350 . 800 . ,
300 "9 Macho CW 700 “3_ Macho CW _
" Macho NW " Macho NW

250 | {1 600}

200 | 1 500} T

150 | {1 400}

100 | {1 300}
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-50 s s 0 s -

Femea NW Femea CW Femea NW Femea CW
Corte Copula

Fig. 3.3 — Valores médios no tempo de corte (esquerda) e copula (direita), da interacgio
fémea*macho. Os valores de erro apresentados correspondem a intervalos de confianga

de 95%. No eixo dos X estdao discriminados os regimes da fémea.

Tabela 3.7 — Valores dos testes ANOVA ao efeito cor e as diferencas entre fémeas,
machos e tipo de casal para inicio de corte e copula. Sdo apresentados os valores de F ¢ a
sua significancia. a) efeito do factor cor e a sua interac¢do com macho e fémea; b) efeito

macho, fémea e casais homogamicos e heterogamicos (interac¢do fémea*macho).

a) T1 | T3 b) T1 T3

Cor ns | ns Fémea ns ns
Fémea*Cor | ns | ns Macho 12.81* ns
Macho*Cor | ns | ns Fémea*Macho ns ns

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

Re-acasalamento

Nao se observaram diferencas significativas entre machos para o numero de fémeas
acasaladas (N), tempo entre acasalamentos (T s+1)) € duracdo da segunda (D) e quarta (D4)
copulas (tabela 3.8). No entanto observou-se que o macho NW demora marginalmente mais na

primeira (D;) e significativamente mais na terceira (D;) copulas (tabela 3.8 e fig 3.4).
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Observou-se que a duragdo da copula € significativamente diferente nos varios acasalamentos,
mas nao entre regimes (tabela 3.9). No entanto, ndo existem diferengas entre os regimes na

duragdo da copula nos varios acasalamentos (interaccdo regime*acasalamento, tabela 3.9).
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Fig. 3.4 — Valores médios da duragdo das copulas para cada regime. Os valores de erro
apresentados correspondem a intervalos de confianga de 95%. No eixo dos X estdo

discriminados os regimes do casal.

Tabela 3.8 — Valores do teste ANOVA as diferengas entre regimes para inicio, duragio,

numero e tempo entre copulas. Sdo apresentados valores de F e as respectivas significancias

D, D, D3 D4
15.6705* | ns | 65.9795 ns
Tap | Tes Tia N
ns ns ns ns

D,, - duracdo da cépula n; T,y - tempo entre o acasalamento N e o
n+1; N - nimero de fémeas com as quais cada macho copulou. ns

p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

Tabela 3.9 —Valores do teste ANCOVA as diferengas entre regimes para a duragdo da

copula tendo em conta o nimero de copulas ja feitas anteriormente.

Regime [Acasalamento | Regime*Acasalamento
ns 2803.29** ns
ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

Morfologia

Verificou-se que ndo existem diferengas significativas entre os varios regimes para
nenhum sexo (tabela 3.10a). Como ¢ de esperar, observa-se diferencas entre os sexos (tabela
3.10b), mas ndo existem diferencas entre sexos dos diferentes regimes (termo de interaccao

sexo*regime da tabela 3.10b).
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Tabela 3.10 — Valores de teste ANOVA as diferencas de tamanho entre regimes, para
machos e fémeas, e entre machos e fémeas. Sao apresentados os valores de F e respectiva
significancia, a) diferencas entre tamanhos de machos e fémeas para os regimes NB, NW,

TW, FWA e CW; b) diferencas de tamanho entre machos e fémeas e entre cada regime.

femeas | machos sexo regime*sexo
ns ns 10430.4517* ns
a) b)

* p<0.05

Caracteristicas da Histéria da Vida
Diferencas entre CW e NW

Nos casais homogamicos nao se observaram diferencas entre CW e NW nas geracoes 4 ¢
7 para nenhuma das caracteristicas da historia da vida estudadas (AIR, F1-7, F8-12, RF ¢ RM
- tabela 3.11a), mas observou-se um aumento significativo da fecundidade de pico (F8-12) e
resisténcia dos machos a inanicdo (RM) e um aumento marginalmente significativo da
resisténcia das fémeas a inanicdo (RF) entre as geracdes 4 e 7 (tabela 3.11b). Ao testar, nos
dois regimes, diferengas entre machos e fémeas e entre casais homogamicos e heterogamicos,
verificou-se que na geracao 4 as fémeas NW tém uma idade de reproducdo marginalmente
maior do que as CW, desaparecendo essa diferenca na geracdo 7 (tabela 3.12). Verificou-se
ainda que na geragdo 4 o macho NW tem maior resisténcia quando em homogamia, enquanto
que o macho CW tem uma resisténcia semelhante em homo e heterogamia. Por outro lado na
geragdo 7 os papeis invertem-se, tendo o macho NW um desempenho semelhante (mas baixo)

em hetero e homogamia e o macho CW melhor desempenho em homogamia (figura 3.5).

Tabela 3.11 — Valores de teste ANOVA as diferencas entre regimes na geracdo 4 e 7 e
entre as geracOes para casais homogamicos dos regimes CW e NW. a) valores de F
correspondentes as diferengas entre CW ¢ NW na geragdo 4 e¢ 7, utilizando valores
individuais; b) valores de F correspondente a variacdo dos valores da diferenca de cada

casal CW a média do controlo, entre as geracdes 4 ¢ 7.

a) A1R F1-7 F8-12 RF RM
Geracéo 4 ns ns ns ns ns
Geracéo 7 ns ns ns ns ns

b)

| Geracgo | ns ns | 19.17* | 8.65* [1284.13*

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.

Tabela 3.12 — Valores dos testes ANOVA as diferengas entre os regimes das fémeas,

machos e tipo de casal nas geragdes 4 ¢ 7. As fémeas ¢ machos tém dois regimes, CW ¢
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NW, e a interac¢do fémea*macho indica diferencas entre casais homogamicos e
heterogamicos. Valores de F e a sua significancia sdo apresentados para os diferentes

pardmetros medidos.

AlR | F1-7 | F8-12 | RF RM
Fémea 9.18* | ns ns ns ns
Geragéo 4 Macho ns ns ns ns ns
Fémea*Macho ns ns ns ns 12.63*
Fémea ns ns ns ns ns
Geragéo 7 Macho ns ns ns ns ns
Fémea*Macho ns ns ns ns | 1190.22**

ns p>0.10; * 0.05<p<0.10; ** p<0.05.
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Fig. 3.5 — Valores médios da resisténcia dos machos a inani¢ao na geracao 4 (esquerda) e

7 (direita). Os valores de erro correspondem a intervalos de confianca de 95%.

Diferenciacio inicial CW versus TW, FWA e FWB

Na comparagao dos varios regimes, verifica-se que TW, FWA e¢ FWB tém uma
diferencia¢do inicial ao controlo significativamente positiva para a idade da primeira
reproducdo (A1R), e significativamente negativa para fecundidade precoce (F1-7) e para a
fecundidade de pico (exceptuando TW que ¢ marginalmente significativa), enquanto que o
regime CW ndo apresenta diferencas significativas ao controlo (tabela 3.13). Nao existem
diferencas significativas entre nenhum dos regimes e o controlo para a resisténcia dos machos
e fémeas a inanigao (tabela 3.13).

Na comparagdo das diferenciagdes iniciais entre os regimes observaram-se diferencas
entre valores da idade da primeira reproducdo, fecundidade precoce e de pico (tabela 3.14a).
Ao fazer as comparagdes entre pares de regimes, verificou-se que o regime CW diferia
significativamente dos restantes (tabela 3.14b) pois apresentava uma diferenca ao controlo
negativa na idade da primeira reproducdo enquanto que os restantes apresentavam uma

diferenga positiva. O regime CW apresentava, ainda, uma diferenga positiva na fecundidade
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precoce ao contrario dos restantes regimes (tabela 3.13). Na fecundidade de pico diferia
apenas da FWB (tabela 3.14b), apresentando valores negativos, mas baixos, enquanto que o
regime FWB apresentava valores mais negativos (tabela 3.13). Os regimes FWA e FWB nao
apresentaram diferencas significativas entre elas (tabela 3.14b), embora apresentassem valores
de fecundidade de pico marginalmente (tabela 3.14b, FWB — 0.1<p<0.05) e significativamente
(tabela 3.14b, FWA — p<0.05) mais negativos do que a TW (tabela 3.13).

Tabela 3.13 — Valores de diferenciagdo incial de cada populagdo ao controlo NW e sua
significancia. Os valores de diferenciagdo dos regimes correspondem a aplica¢do de uma

regressdo com os dados das réplicas do regime.

Al1R F1-7 F8-12 RM RF
1 2.3885 -79.907 -47.138 -1.0214 3.9474
2 1.7458 -56.63 -13.803 6.7975 2.6772
3 1.4172 -53.083 -8.5833 1.3016 -0.8599
TW 1.8505** | -63.2067** | -23.1749* 2.3592ns | 1.9216 ns
1 2.0331 -75.957 -56.233 -2.4948 -1.2009
2 0.9953 -52.867 -46.023 -3.4605 -2.5396
3 1.6095 -73.246 -74.025 0.4643 9.1705
FWA 1.546** -67.357** -58.76** -1.8303 ns 1.81 ns
1 1.9673 -84.766 -62.784 1.8938 -1.9058
2 3.0867 -83.983 -98.815 -6.049 -1.2994
3 1.0193 -67.846 -69.782 -2.8547 6.3633
FWB | 2.0244** -78.865** -77.127* | -2.3367 ns | 1.0527 ns
1 -0.6521 -16.59 -55.782 -16.83 -19.25
2 -1.2038 38.257 -8.4283 -4.4444 9.8222
3 0.2537 15.546 -50.648 -3.0291 -2.8328
CW | -0.5341ns | 12.404ns | -38.2863 ns | -8.1012 ns | -4.0868 ns

ns p>0.1, * 0.1>p>0.05, ** p<0.05.

Tabela 3.14 — Valores dos testes ANOVA e contrastes da diferenciacdo inicial dos
regimes. A) Valores de F correspondem as diferengas entre as diferenciagdes iniciais dos
regimes TW, FWA, FWB e CW ao controlo (NW); b) Comparagdes de regimes para os

parametros com diferengas significativas e marginalmente significativas.

a) ALR F1-7 F8-12 RM RF

| Regime | 7.9434* | 17.0203* | 3.9741* ns ns
b) TWAFWA | Tw*FwB | Tw*cw | FwA*FwB | Fwa*cw | FwB*cw
ALR ns ns 16.0258* ns 12.1939* | 18.4489*
F1-7 ns ns 28.0638** ns 31.2290** | 40.8909**
F8-12 | 4.5266* | 10.4049* ns ns ns 5.3926**

ns p>0.1, * 0.1>p>0.05, ** p<0.05.
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3.4 - Discussao

Quantificar diferencas: comportamento, morfologia, fecundidade e resisténcia a inanicdo

E de esperar que quando se expde uma populagdo a um novo ambiente, esta sofra
alteragdes evolutivas devido as pressdes ambientais, que serdo tanto maiores quanto menor
for a adaptacdo da populacdo a esse ambiente. Essas alteragdes reflectir-se-d0 nas
caracteristicas directa ou indirectamente ligadas a fitness. Normalmente, sdo feitos estudos
com caracteristicas da histéria da vida, como fecundidade, resisténcia a dessecagdo ¢
inanigdo, etc (Matos et al, 2000a, 2002, 2004; Griffiths et al, 2005; Simdes et al, 2007a). O
comportamento ¢ uma caracteristica que podera ter um impacto ndo negligenciavel no
desempenho das populacdes e que podera apresentar variagdes quando os individuos sdao
introduzidos num novo ambiente devido a diferencas de, por exemplo, espaco, luz,
nutrientes disponiveis, densidade, etc. E de notar que, caso haja selec¢io desta caracteristica
durante a adaptagdo, a maior alteragdo serd provavelmente observada no comportamento de
acasalamento. Dentro deste sera dificil prever qual dos sexos, ou se os dois, ird/irdo sofrer
alteracdes. O tamanho do adulto pode também influenciar as componentes das caracteristicas
da histéria da vida. Caracteristicas como a fecundidade e resisténcia ao stress podem ser
directamente influenciadas pelo tamanho, devido a relagdo ‘recursos necessarios/recursos
disponiveis’ variar com as necessidades fisiologicas do individuo.

Ao comparar populagdes recém introduzidas em laboratério (CW), com populagdes ja
estabilizadas neste ambiente (NW), ¢ de esperar que existam diferencas a varios niveis,
devido a forte pressdo ambiental que as populacdes CW poderdo sofrer por terem sido
colocadas num novo ambiente. A nivel do comportamento de fugas verificou-se que o
regime CW ndo apresentou fugas, facto algo inesperado ja que, em fundagdes anteriores, foi
visto que os adultos recém-emergidos tentavam fugir do tubo nas geracdes iniciais.

No comportamento de acasalamento ¢ de esperar um melhor desempenho por parte de
populacdes ja estabilizadas no ambiente laboratorial. Nos ensaios para testar diferentes
desempenhos na corte e copula de casais homo e heterogdmicos ndao se observaram
preferéncias de regimes em machos e/ou fémeas., apesar de se observar uma maior duracao
da copula em casais homogamicos NW. Como a duragdo da coépula estd positivamente
correlacionada com a quantidade de esperma transferido para a fémea (Singh & Singh,
1999), quanto maior for o tempo de copula, maior serd a quantidade de esperma inseminado
na fémea e maior sera a fitness do macho. Ao contrario do esperado, o desaparecimento das

diferengas entre machos nos varios parametros, entre geragdes, ndo foi devida a uma
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melhoria por parte dos machos CW, mas sim a uma diminui¢do no desempenho dos machos
NW, em particular no inicio da corte e copula. Uma possivel razdo serd a diferenga na
temperatura durante os dois ensaios, ja que o primeiro ensaio foi feito na primavera e o
segundo no verdo. Assim, apesar das tentativas para manter a igualdade de temperaturas, no
segundo ensaio a temperatura laboratorial seria entre os 23°C e os 25°C, o que poderd
influenciar o desempenho das populagcdes NW, que estdo habituadas a ser mantidas numa
temperatura mais baixa, enquanto que as populacdes CW, por estarem ha pouco tempo em
laboratdrio, poderdo apresentar maior tolerancia a variagdes na temperatura ambiental.

Uma componente importante da fitness no macho de D. melanogaster ¢ a sua capacidade
de competi¢ao no acasalamento (Service, 1993). Esta capacidade podera ter uma especial
relevancia em laboratdrio uma vez que o nimero de fémeas dispniveis para acasalar podera,
em qualquer altura, ser menor que o nimero de machos maduros (Sharp, 1982). Os
resultados obtidos no ensaio de competicdo de machos entre os dois regimes em estudo
sugerem que machos do regime NW copulam mais vezes do que os machos CW, e que os
machos CW demoram mais tempo a iniciar a corte ¢ copula com fémeas CW. Estes
resultados sugerem que, embora ndo se observem diferencas temporais, estas poderdo existir
no nimero de acasalamentos entre populagdes hd mais e menos tempo em laboratorio.
Service (1993) obteve diferengas na capacidade competitiva para os machos de D.
melanogaster de duas linhas diferentes, com selecgdo para maior ¢ menor longevidade. O
autor observou maior habilidade competitiva em machos seleccionados para menor
longevidade, quando se testava 36 horas apos emergéncia dos adultos. Por outro lado,
quando se testava a competicdo em idade mais avancada os machos seleccionados para
maior longevidade tinham melhor desempenho. Estes resultados sugerem que a capacidade
competitiva dos machos pode depender da idade para a qual os machos sdo seleccionados
para acasalar. Embora nas nossas populagdes ndo exista uma seleccdo activa para a
longevidade, existe uma forte pressdo para o ciclo de vida seja completado em 28 dias, o que
pode explicar o facto de as populagdes NW apresentarem maior rapidez a iniciar a copula.

A capacidade de re-acasalamento ¢ também umas das componentes importantes na
fitness do macho (Singh & Singh, 2000). Singh e Singh (2000) estudaram esta capacidade
em D. ananassae num estudo envolvendo duas fémeas por macho, observando diferencas no
tempo de copula entre o primeiro e segundo acasalamento e no tempo entre acasalamentos
devidas a diferentes locais de fundacao. O nosso estudo sugere uma correlagdo positiva entre

o tempo de acasalamento e o numero de acasalamentos, embora s se observem diferencas
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entre regimes na dura¢do do primeiro e terceiro acasalamentos, tendo os machos NW maior
duagdo de coépula. Ao contrario do esperado, ndo foram encontradas diferencas entre os
tempos entre acasalamentos para os machos dos dois regimes.

E frequente encontrar na literatura referéncias a correlagdes genéticas positivas entre o
tamanho e a fitness, quer seja por efeitos na fecundidade, resisténcia a varios stresses ou
rapidez de acasalamento (por exemplo, Ruiz et al, 1991), embora esta associagdo ndo seja
consensual (e.g. Boake & Koenigsberg, 1998). Nos poucos estudos em que sdo estudadas
alteracdes de tamanho, durante a adaptacdo a um novo ambiente, ndo foram observadas
variagdes no tamanho do adulto (Hercus & Hoffmann, 1999; Sgro & Partridge, 2000;
Griffiths et al, 2005). Neste estudo também ndo foram encontradas diferencas entre
populagdes ha um niimero variado de geragdes em laboratdrio, nem entre machos e fémeas
das diferentes populacdes. Foram, no entanto, observadas diferengas de tamanho entre
machos e fémeas.

Na comparacao dos dados das varias caracteristicas verifica-se alguma disparidade, uma
vez que as poucas diferencas encontradas no comportamento ndo t€ém grande reflexo na
fecundidade. Era de esperar que caracteristicas como a idade da primeira reprodugdo e
fecundidade precoce e de pico apresentassem grandes diferengas em populacdes ha mais e
menos tempo em laboratério (Matos et al 2000a, 2002, 2004; Simdes et al 2007a). Embora
ndo se observem diferencas entre os casais homogamicos, NW e CW, verifica-se uma
alteracdo tenporal dos valores da fecundidade de pico e resisténcia a inani¢do entre regimes.
Estas diferengas sdo devidas a variagdo dentro do mesmo regime, nomeadamente ao
aumento do valor médio do regime CW nestas caracteristicas. Por outro lado, na comparagao
dos casais homo e heterogdmicos observam-se diferengas na resisténcia dos machos a
inani¢do, embora estas ndo sejam consistentes entre geragdes. No entanto, devido ao padrao
evolutivo inconstante desta caracteristica (Matos et al, 2000a, 2002, 2004; Simdes et al,
2007a), esta nao pode ser utilizada como um bom indicador da diferenca entre populacdes.

Estes resultados apontam para a necessidade premente duma andlise com diversas
caracteristicas relevantes para a fitness que, individualmente, poderdo dar uma informagao

muito incompleta da dinamica complexa da caracteristica multifactorial que ¢ a fitness.

CW: um caso de stasis evolutivo?

E de esperar que quando populagdes sdo introduzidas num novo ambiente, estas

apresentem um aumento temporal de fitness, devido & pressdo ambiental inicial. E também
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de esperar que a medida que as populagdes se vao adaptando, a sua resposta evolutiva va
diminuindo levando a estabilizagdo da populac¢ao (Matos et al, 2000a).

Em trabalhos prévios Matos e colaboradores (Matos et al, 2000a, 2002; Simdes et al,
2007a) estudaram a diferenciagdo de populagdes recém introduzidas no laboratorio
relativamente a um controlo, relacionando esta diferenciagdo inicial com a taxa evolutiva
dessas mesmas populagdes. Estes autores obtiveram resultados que indicam que quanto
maior a divergéncia inicial nas populacdes, maior sera a pressao ambiental a que estdo
sujeitas e maior serd a taxa evolutiva.

Neste tipo de analise s6 ¢ possivel determinar a taxa evolutiva através do estudo duma
trajectoria evolutiva, o que se revelou impossivel, devido ao baixo numero de geragdes
ensaiadas do regime CW. No entanto, foi possivel determinar, de forma aproximada, a
diferencia¢do inicial destas populacdes ao controlo. Era de esperar que o regime CW
estivesse diferenciado do controlo, uma vez que ¢ um regime recém introduzido no
laboratério. No entanto, os resultados obtidos indicam que as populacdes CW ndo estavam
diferenciadas para nenhuma das caracteristicas estudadas. Embora as resisténcias a inanig¢ao
sejam pardmetros com uma resposta complexa durante a adaptagdo a um mesmo ambiente,
as caracteristicas relacionadas com a fecundidade tém, usualmente, trajectorias evolutivas
robustas, logo seria de esperar uma diferenciagao inicial elevada nestes parametros.

Este comportamento anormal das populagdes CW nao foi observado ainda em nenhuma
das outras populacdes introduzidas no laboratorio, sendo que, até agora, as geracdes iniciais
de todas as fundagdes traduziam um intenso periodo de adaptacdo, caracterizado por uma
aumento das duas fecundidades e diminui¢do do dia da primeira reproducdo. O facto de os
resultados obtidos nestes ensaios iniciais apontarem para nao haver diferenciacdo inicial por
parte do regime CW, podera indicar que a taxa evolutiva deste regime serd muito baixa
(Matos et al, 2002). Isto porque, como foi referido acima, a pressdo ambiental que vai ser
feita sobre as populagdes leva a um aumento de fitness, traduzido por um melhoramento nas
caracteristicas da historia da vida. Assim, se as previsdes feitas por Matos e colaboradores
(2002) estiverem correctas, a CW aparenta estar em StasiS evolutivo. Uma hipotese
alternativa ¢ a de que no decorrer do processo adaptativo este regime va evidenciar uma
melhoria progressiva de desempenho e que supere o de populacdes ha mais geragdes em
laboratoério, devido a efeitos de fundo genético favoraveis ao atingir um novo pico adaptativo
(Wright, 1977). S6 mais geragdes analisadas permitirdo analisar qual dos padrdes evolutivos

ira ocorrer.
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Consideragoes Finais

Este trabalho demonstra que existe um fendomeno geral de convergéncia na adaptagdo ao
laboratorio por parte de populagdes fundadas até 2005, apesar de a dindmica evolutiva das
diversas populagdes poder ser afectada por efeitos de fundagao, nomeadamente local e ano de
fundacao, e ndo por efeitos de amostragem. Embora nao tenha sido observado um padrao
evolutivo geral para a resisténcia a inani¢do, verificou-se em todas as fundacdes um padrdo
geral de diminui¢do da idade da primeira reproducdo e de aumento da fecundidade precoce e
de pico (exceptuando para a fecundidade de pico do regime NARA).

Variagdes no fundo genético, devido a alteragdes ocorridas em diferentes anos de
fundagdo ou a existéncia de diferentes fundos genéticos em populacdes separadas
espacialmente, podem levar a alteracdes na rapidez e magnitude da resposta evolutiva das
fundagdes durante a adaptagdo ao laboratério. E de salientar que as diferentes respostas
evolutivas podem estar relacionadas com a variagdo na diferenciagdo inicial, a qual pode ser
fruto da variagdo da composicdo das populacdes naturais. Embora estas contingéncias
evolutivas ndo sejam visiveis em todas as caracteristicas da historia da vida estudadas, a sua
existéncia poderda por de sobreaviso investigadores que queiram utilizar o método
comparativo como descritor de dindmicas evolutivas de populagdes a sofrerem adaptacao a
um novo ambiente. Também as alteragdes significativas observadas na taxa evolutiva entre
fundacdes de diferentes anos para a fecundidade precoce, caracteristica relevante para a
fitness, reforgam as reservas a validade das proposi¢des base do método comparativo (Matos
et al, 2000b, Matos et al, 2004; Simdes et al, 2007a, b, ¢).

O facto de o método comparativo poder ser problematico devido a existéncia de
contingéncias evolutivas, foi reforcado pela introdugdo da fundacdo CW, uma vez que esta
levou a que este método deixasse de ter capacidade de tracar padrdes evolutivos para qualquer
das caracteristicas da historia da vida estudadas. Por outro lado, a trajectoria em tempo real do
regime NW sugere que, para as caracteristicas relacionadas com a fecundidade, existe um
padrao claro de convergéncia ao controlo, o que ndo foi observado para nenhuma
caracteristica quando foi utilizado o método comparativo.

A discrepancia existente nos resultados do método comparativo, antes e ap6s introdugao
das populagdes CW, deve-se provavelmente ao facto de estas populagdes terem um
comportamento anormal, para um regime recém introduzido no laboratorio. Ao testar as
diferencas entre a fundacdo CW e a fundacdo NW verificou-se que estas diferengas eram

inexistentes para todas as caracteristicas relacionadas com a fecundidade, resisténcia a
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inanicdo das fémeas e tamanho do corpo. Por outro lado, a nivel do comportamento
verificaram-se alguns indicios de melhor desempenho das populacdes hd mais tempo em
laboratério no acasalamento, nomeadamente na maior rapidez dos machos NW a iniciar
copula e maior quantidade de esperma transferido (relacionada com a copula mais
prolongada). E de notar que estas diferengas sdo consistente entre geragdes e nos diferentes
tipos de ensaios de comportamento, ao contrario das diferencas observadas na primeira
geracao amostrada, em que os machos das populagdes NW apresentam maior rapidez de
inicio de corte, inicio de copula e maior tempo de copula. o que indica um melhor
desempenho destas populagdes. Isto sugere que o inicio de corte poderd ter uma resposta
evolutiva mais rapida, do que as restantes caracteristicas comportamentais estudadas. No
entanto, ao comparar a diferenciacdo inicial da fundacio CW com as outras populagdes
provenientes de Sintra, verificou-se que para as restantes populagdes havia uma diferenciagao
inicial muito grande ao controlo, nomeadamente em caracteristicas relacionadas com a
fecundidade, enquanto que para a CW tal ndo acontecia. Em outros trabalhos a equipa onde
esta tese foi elaborada constatou que as populagdes recém introduzidas no laboratdrio
possuem uma menor fitness no novo ambiente, o que ¢ mostrado de maneira consistente pelo
pior desempenho nos ensaios de caracteristicas de historia da vida (Matos et al, 2000a, 2002,
2004; Simoes et al 2007a), o que ndo acontece com as populagdes CW.

A fundacao CW nao revela a diferenciagdo sugerida por estudos anteriores da equipa no
estado inicial de adaptagio ao laboratorio. E de esperar que, segundo os resultados obtidos por
Matos et al (2002) e Simoes et al (2007), estas populagdes ndo apresentem, em geragdes
futuras, alteragdes evolutivas significativas, dado que ndo estio inicialmente diferenciadas das
populagdes ja adaptadas. No entanto, s6 a andlise de mais geragdes permitird testar esta
previsao

Algumas hipoteses a colocar para esta ndo diferenciacdo das populacdes CW, as quais
deverdo ser despistadas antes de aprofundar eventualmente as causas evolutivas, sdo por
exemplo: contaminacdo das populagdes CW, antes da replicagdo, por populagdes do
laboratorio, as quais, mesmo em pequeno numero, devido a fitness superior, invadiriam a
nova populacdo. Pode ser ainda devido & contaminacdo da populacdo natural pelos
investigadores durante as colheitas.

As contingéncias na evolugdo de populagdes colocadas no mesmo ambiente e o papel da
selec¢dao uniforme neste processo sao temas que tém sido bastante discutidos (Cohan, 1984a;

Cohan & Hoffmann, 1989; Travisano et al, 1995; Simdes et al, 2007¢). Os resultados deste
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trabalho apontam para que, embora a selec¢do tenha um papel preponderante, existam
diferengas importantes nas dindmicas evolutivas entre populagdes devido a varios outros
efeitos (Matos et al, 2002, 2004; Simdes et al, 2007a, c¢). Uma questdo que poderia ser
interessante colocar seria se as contingéncias evolutivas seriam mais ou menos marcadas na
adaptag@o ao laboratorio de populagdes de uma latitude diferente das ja amostradas, e estudar
a adaptagdo através de critérios fenotipicos e moleculares, a semelhanga do que foi feito por
Simdes e colaboradores (2007d). Para além disso, como o tamanho apresenta, normalmente,
fortes correlagdes com os clines latitudinais (Huey et al, 2000; De Jong & Bochdanovits,
2003), provavelmente devido a diferencas de temperatura, seria relevante verificar se
existiriam modificagdes a nivel de tamanho na adaptagdo ao laboratério, ja que foi verificado
neste estudo que em populagdes amostradas de latitudes proximas nao havia modificagdes.

A nivel comportamental, este estudo aponta para que diferencas entre populacdes com
tempos em laboratério distintos ndo sdo muito visiveis em ensaios comportamentais. No
entanto, devido a singularidade das populacdes CW, seria interessante verificar se os
resultados obtidos sdo ou nao verdadeiramente artefactos desta fundacdo. Uma aproximacgao
molecular, utilizando marcadores neutros (como por exemplo microssatélites) e comparando
as populagdes com as populagdes hd mais tempo em laboratorio, poderia, também, ser
utilizada para tentar descobrir a origem das populagoes CW.

Independentemente da origem da fundagdo CW, ¢ importante ter presente que a
imprevisibilidade da evolucdo ¢ um factor ndo negligenciavel no estudo da adaptacdo de
populagdes a um novo ambiente e, também, que serd importante determinar até que ponto a
estrutura espacio-temporal subjacente a diversidade genético-evolutiva a nivel intra e inter-
populacional sdo relevantes no modo como as populagdes se adaptam a um novo ambiente.
Isto podera ser conseguido através da andlise de diversas caracteristicas, tanto fenotipicas,
como moleculares ou carioldgicas, de modo a obter uma caracterizagdo mais fina dos

processos subjacentes ao processo adaptativo.
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