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RESUMO

Muitos insetos sdo saprofitéfagos e utilizam plantas hospedeiras em seu ciclo de
vida, dentre eles, as moscas do género Drosophila (Diptera: Drosophilidae). A troca
de hospedeiro exige habilidade de adaptacdo das moscas a novos fatores bioticos.
A subespécie cactdfila Drosophila mojavensis sonorensis pertencente ao grupo
repleta, habita o Deserto de Sonora e, participa do sistema cacto — levedura —
Drosophila, utilizando geralmente cladédios do cacto colunar Stenocereus thurberi.
Porém, recentemente foi constatado que estas moscas também utilizam frutos em
decomposicdo de Opuntia spp. como hospedeiros sazonais alternativos. Entre os
dois hospedeiros ha diferencas, com relacdo a quimica, distribuicdo espacial e o
intervalo de tempo em que os tecidos em decomposicdo sdo adequados para
utilizagdo, o que pode causar estresse ao desenvolvimento das moscas. Por isso, o
objetivo deste trabalho foi verificar, através da morfometria geométrica, os efeitos do
uso dos diferentes hospedeiros sobre estruturas morfoldgicas sensiveis a alteracdes
ambientais, as asas e 0 edeago, em D. m. sonorensis amostrada em trés localidades
do Deserto de Sonora no México. Para tanto, larvas de 2° estadio foram semeadas
em dietas semi-naturais de cladodio de S. thurberi e de frutos de Opuntia spp. Os
adultos obtidos foram colocados em etanol e armazenados a -20°C para posterior
remocdo das asas e edeagos, que foram utilizados nas analises morfométricas.
Foram realizadas analises morfométricas das asas comparando 0s niveis de
assimetria entre as dietas e localidades para medir o nivel de estresse larval,
analises de forma e tamanho das asas, e andlises de forma e tamanho dos edeagos
para medir alteraces morfométricas nos adultos. Dentre os resultados obtidos, foi
verificado a ocorréncia de variagcdo fenotipica das asas e do edeago, tanto entre as
populacdes quanto entre as dietas. Cada populacdo possui um conjunto genético
especifico e respondeu de forma diferente quando sujeitas as mesmas dietas. As
asas apresentaram desvio da simetria, com assimetria flutuante e direcional em
machos e fémeas, demonstrando que ha estresse no desenvolvimento larval em
ambas as dietas, causado provavelmente por compostos quimicos especificos de
cada hospedeiro, aleloquimicos nos cladédios e aglUcares nas tunas. As populacdes
com respostas analogas as mesmas pressdes ambientais, apresentaram uma
proximidade fenotipica. A capacidade desses organismos em explorar dois
hospedeiros distintos pode ser um beneficio, aumentando o nicho e reduzindo a
competitividade intra e interespecifica. Assim, as alteracdes morfologicas causadas
pelo estresse ambiental detectadas neste trabalho, podem levar a modificagbes na
biologia, ecologia e evolugdo destes organismos. Por isso, futuros trabalhos
investigando a composicdo quimica de diferentes hospedeiros, e a influéncia de
cada hospedeiro sobre o organismo dos insetos sdo de grande valia para os estudos
biolégicos e evolutivos.

Palavras-chave: asa, assimetria, edeago, morfometria geométrica, plasticidade
fenotipica, sazonalidade alimentar, variabilidade populacional.



ABSTRACT

Many insects are saprophytophagous and use host plants during their life cycle.
Among these are the flies of the Drosophila genus (Diptera: Drosophilidae).
Changing host requires the flies to have adaptation ability to new biotic factors. The
cactophilic subespecies Drosophila mojavensis sonorensis belongs to the repleta
group, inhabits the Sonora Desert and participates in the cactus - yeast - Drosophila
system. Usually it uses roting cladodes of the columnar cactus Stenocereus thurberi,
but recently these flies were also detected using decomposing fruits of Opuntia spp.
as alternative seasonal host. These two hosts have several differences regarding
their chemistry, spatial distribution and the time interval in which the decomposing
tissues are suitable for use, which can cause stress to the development of the flies.
Therefore, the objective of this study was to verify, through the geometric
morphometry, the effects of the use of the different hosts on morphological structures
sensitive to environmental changes, the wings and the aedeagus, in D. m.
sonorensis sampled at three locations in the Sonora Desert in Mexico. For this, 2nd
instar larvae were seeded in semi-natural diets containing or cladodes of S. thurberi
or fruits of Opuntia spp. The adults obtained were placed in ethanol and stored at -
20°C for later wings and aedeagus removal, which were used in the morphometric
analyzes. Morphometric analyzes of the wings were performed using two
approaches: 1) comparing the levels of asymmetry between the diets and localities to
measure larval stress level; and 2) analyzing wing shape and size. The aedeagi were
analyzed regarding morphometric alterations in shape and size. Among the results, it
was verified the occurrence of phenotypic variation of the wings and the aedeagus,
both among populations and between diets. Each population showed to have a
specific genetic pool and responded differently when subjected to the diets. The
wings presented asymmetric deviation, with fluctuating and directional asymmetry in
males and females, demonstrating that there is stress in larval development in both
diets, probably caused by specific chemical compounds of each host, allelochemicals
in cladodes and sugars in tunas. Populations with similar responses to the same
environmental pressures showed a phenotypic proximity. The ability of these
organisms to explore two different hosts can be an advantage, increasing the niche
and reducing intra and interspecific competitiveness. So, the morphological changes,
caused by the environmental stress detected in this study, may lead to changes in
the biology, ecology and evolution of these organisms. Therefore, further studies
investigating the chemical composition of different hosts, and the influence of each
host on the organism of the insects are important for biological and evolutionary
studies.

Keywords: Asymmetry, aedeagus, food seasonality, geometric morphometry,
phenotypic plasticity, population variability, wing.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Drosophila (Diptera: Drosophilidae) € composto por moscas que sédo
saprofitofagas, isto €, utilizam tecidos vegetais em decomposicdo como sitio de
desenvolvimento larval, alimentando-se dos microrganismos associados a este
processo (MARKOW e O'GRADY, 2008; SOTO et al., 2010). Neste género um dos
grupos mais bem estudados € o grupo repleta, visto que este € um dos poucos
grupos de moscas especialistas em que 0s seus integrantes possuem a habilidade
de utilizar tecidos de cactos em decomposi¢cdo como sitios primario de alimentacao,
desenvolvimento e oviposi¢cdo (POWELL, 1997; OLIVEIRA et al., 2012). Outro Unico
grupo dentro do género Drosophila também especialista é o grupo nannoptera
(LANG et al., 2014).

Como o grupo repleta participa do sistema cacto — levedura — Drosophila, este
grupo entdo € um 6timo modelo para verificar o papel evolutivo da utilizacdo de
planta hospedeira no processo de diversificacdo bioldgica (BARKER e STARMER,
1982; PEREIRA et al., 1983; HEED e MANGAN, 1986; BARKER et al., 1990;
POWELL, 1997; ETGES e JACKSON, 2001). Uma das espécies representantes do
grupo que utiliza este sistema de desenvolvimento é a Drosophila mojavensis, a qual
€ composta por quatro subespécies que se diferenciam geografica e ecologicamente
(FELLOWS e HEED, 1972; HEED, 1978; HEED, 1982; RUIZ et al., 1990; PFEILER
et al.,, 2009): Drosophila mojavensis baja, Drosophila mojavensis mojavensis,
Drosophila mojavensis wrigleyi e Drosophila mojavensis sonorensis.

As subespécies de D. mojavensis se alimentam, ovipositam e suas larvas se
desenvolvem em tecidos necrosados de pelo menos quatro espécies de cactos
(FELLOWS e HEED, 1972; HEED, 1978; HEED, 1982; RUIZ et al., 1990). D. m. baja
ocorre na peninsula da Baixa California e nas ilhas do Golfo Ocidental da California,
e utiliza o cacto colunar Stenocereus gummosus (“Pitaya Agria”). D. m. mojavensis
ocorre no Deserto de Mojave (do sul da Califérnia até noroeste do Arizona), e utiliza
como hospedeiro o cacto Ferocactus cylindaceus (barril). D. m. wrigleyi € endémica
da llha Santa Catalina, California, e utiliza o cacto Opuntia littoralis (Figo-do-Inferno,
“Prickly Pear”). E D. m. sonorensis ocorre no estado de Sonora e Sinaloa, México,
até o sul do Arizona, EUA, e usualmente utiliza o cacto colunar Stenocereus thurberi

(“Organ Pipe”) (Figura 1).
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Figura 1. Localizacdo das subespécies de Drosophila mojavensis na América do Norte. Linha
continua, separagdo entre México e Estados Unidos. Linhas tracejadas, separacdo entre estados.
Modificado de Matzin e Markow (2013).

Apesar de cada subespécie de D. mojavensis ser especialista, recentemente
Therese Ann Markow (comunicagdo pessoal), realizando coletas de Drosophila
mojavensis em areas naturais de ocorréncia da subespécie D. m. sonorensis,
verificou a presenca desta em frutos em decomposicéo de cactos do género Opuntia
spp., frutos estes que também sao conhecidos como “tunas”. Esta observagao é
relevante pois as tunas sdo sazonais, e quando ndo estdo disponiveis, a
subespécies D. m. sonorensis utiliza normalmente os cladddios de S. thurberi, seu
hospedeiro primério. Isto quer dizer que a subespécie esta sujeita a utilizacdo

sazonal de uma dieta diferente da usual, em varias etapas do desenvolvimento.
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As espécies de cacto (Cactaceae) hospedeiras de Drosophila, em geral,
podem ser classificadas em dois grandes grupos ecolédgicos. O primeiro grupo seria
0o das espécies do género Opuntia e 0o segundo dos cactos colunares, o qual
compreendem Vvarios géneros, como o Trichocereus na Ameérica do Sul e o
Stenocereus na América do Norte (BREITMEYER e MARKOW, 1997; HASSON et
al., 2009). Os cactos de ambos os géneros, Opuntia e Stenocereus, possuem
grandes quantidades de complexos quimicos, como o0s acidos graxos, glicosideos,
triterpenos e dibis de esterdis (FOGLEMAN e DANIELSON, 2001). Segundo Fanara
et al. (1999), diferencas entre os grupos de cactos, com relacdo a sua quimica,
distribuicdo espacial e o intervalo de tempo em que os tecidos em decomposicao
sdo adequados para as moscas, podem representar desafios aos adultos e ao
desenvolvimento larval.

Segundo SOTO et al. (2010), a variagdo ambiental causada pela utilizagédo de
diferentes hospedeiros pode apresentar novos desafios para as moscas, pois é
necessario ocorrer um ajuste do organismo e do seu desenvolvimento a cada novo
ambiente, cada qual possuindo caracteristicas diferentes das quais eles estavam
habituados anteriormente. A partir disto, torna-se necessério quantificar as possiveis
alteracdes biologicas oriundas da sazonalidade alimentar de D. m. sonorensis, para
identificar possiveis alteracbes na dindmica e diferenciacdo populacional
decorrentes de agentes estressores, 0 que pode ser realizado através de estudos
envolvendo marcadores morfolégicos (AVISE, 2000).

Os marcadores morfol6gicos sédo de facil acesso e manuseio, e se associados
com técnicas morfométricas tornam-se um meétodo de estudo simples e confiavel
(LYRA et al, 2010). A Morfometria é o0 estudo estatistico da covariancia
relacionando as mudancgas e variagdes no tamanho e na forma de uma estrutura ou
organismo, com os fatores causais (BOOKSTEIN, 1991a; MONTEIRO e REIS,
1999). Esta técnica pode ser dividida em tradicional e geométrica. A morfometria
tradicional aborda o estudo da covariancia das medidas das distancias lineares,
entre pontos anatomicamente homologos, que em geral sdo distancias, areas ou
angulos da estrutura estudada (ROHLF e MARCUS, 1993). Ja a morfometria
geomeétrica tem como foco a reconstrucao da forma e a visualizacdo das diferencas
entre estruturas e organismos através de marcos anatdmicos, que permitem a
descricéo e localizacao clara das regides de ocorréncia das mudancas (FORNEL,
2005; KILNGENBERG, 2013). A visualizacdo continua das mudancas da forma é
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uma ferramenta importante para a compreenséo de variagdo morfologica, e a partir
disto a morfometria geométrica é utilizada para responder cada vez mais perguntas
sobre a evolucdo e desenvolvimento dos organismos (KLINGENBERG, 2010;
ADAMS, 2013).

Dentre os marcadores morfoldgicos utilizados em Drosophila, foi relatado que
as asas e 0 edeago sdo sensiveis e respondem a processos seletivos (CARREIRA
et al., 2008; MASLY et al., 2011; SOTO et al., 2008a). As asas sdo estruturas que
possuem alta plasticidade fenotipica, e também sdo alvo de diferentes variacoes,
como genéticas, fenotipicas, variacbes assimétricas e mudancas evolutivas
(MONTEIRO e REIS, 1999; MORIN et al., 1999; CARREIRA et al., 2008; SOTO et
al.,, 2008a; KLINGENBERG, 2014). Dentre os estudos realizados com asa em
Drosophila os temas mais abordados sé&o, diferenciacdo e caracterizagcdo de
espécies (DUJARDIN et al., 2003; HOULE et al., 2003; VILLEMANT et al., 2007;
HATADANI e KLACZKO, 2008; LUDOSKI et al., 2008), o efeito de fatores
ambientais sobre a estrutura das asas com relacdo a sua forma e tamanho, o padréao
de simetria destas estruturas bilaterais (COSTA et al., 2015), relacionado com as
pressodes seletivas (SOTO et al., 2008b, 2008c, 2010), e a identificacdo de disturbios
locais que podem romper a homogeneidade do desenvolvimento (MOLLER e
SWADDLE, 1997; HOSKEN et al., 2000; KARK, 2001).

Por outro lado, o edeago, 6rgdo copulador ou intromitente da genitalia
masculina em Drosophila, é utilizado muitas vezes para identificar e caracterizar
espécies semelhantes (VILELA, 1983; VILELA e BACHLI, 1990; TIDON-SKLORZ e
SENE, 1995; MORETEUAU et al.,, 2003; KULIKOV et al., 2004), em analises de
estresse ambiental (ANDRADE et al., 2005), de divergéncia morfoldgica relacionada
a divergéncia genética entre populacdes naturais (FRANCO et al., 2006), e de
interacdo de acasalamento (RICHMOND, 2014). O estudo deste marcador implica
no entendimento da evolucéo genital, rapida e divergente, que pode ser influenciada
pela selecdo natural e sexual, e também a sua expressdo fenotipica pode ser
influenciada por fatores ambientais (SOTO et al., 2007, 2008a).

Por conta do que foi apresentado acima, espera-se que as asas e 0 edeago
sejam bons marcadores para analisar o efeito da dieta no desenvolvimento de D. m.
sonorensis a partir da morfometria geométrica, e possibilitar a compreensao da
relacdo entre a sazonalidade e possiveis alteracdes fenotipicas, 0 que podera

influenciar outras caracteristicas destes organismos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos de duas dietas semi-
naturais utilizadas pela subespécie Drosophila mojavensis sonorensis, a usual em
cladédios de Stenocereus thurberi e a alternativa sazonal nas tunas (frutos) de
Opuntia spp., sobre as caracteristicas morfolégicas, através das analises

morfométricas da asa e do edeago.

2.2. Objetivos especificos

- Verificar se houve alguma relagdo entre o desenvolvimento larval nos dois
tipos de dieta com possiveis assimetrias bilaterais nas asas de machos e fémeas
das trés populacdes analisadas desta subespécie, que possam ter sido ocasionadas
por estresse no desenvolvimento;

- Detectar possiveis alteracdes morfolégicas nas asas de D. m. sonorensis,
resultantes da sazonalidade alimentar, as quais podem levar a variacbes nos
padrdes evolutivos, ecoldgicos e fisioldgicos desta subespécie;

- Avaliar o efeito das duas dietas, cladddio e tuna, sobre a morfologia do
edeago dos machos das trés populacbes de D. m. sonorensis, e relacionar com
possiveis alteracfes evolutivas e reprodutivas provenientes da plasticidade

fenotipica do 6rgéao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Locais de coleta

Neste trabalho foram utilizados individuos de trés localidades da subespécie
Drosophila mojavensis sonorensis, estabelecidas a partir da progénie de fémeas
inseminadas naturalmente no Deserto de Sonora, no estado de Sonora, no México:

Nogales, Obregon e Las Bocas (Figura 2).
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Figura 2. Localizacdo das subespécies de Drosophila mojavensis e pontos de amostragem de
Drosophila mojavensis sonorensis.Linha continua, separacéo entre México e Estados Unidos. Linhas
tracejadas, separagdo entre estados. Em vermelho os trés pontos de amostragem que constituiram
as trés amostras populacionais deste trabalho: Nogales (estrela), Obregon (triangulo) e Las Bocas
(circulo). Modificado de Matzin e Markow (2013).
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3.2. Criag&o e meio de cultura

As fémeas adultas coletadas nos trés pontos de amostragem (Nogales, Las
Bocas e Obregon) foram colocadas para ovipositar em garrafas contendo 30 ml de
meio de cultura padrdo de Drosophila. As moscas filhas que emergiram das trés
isolinhagens, as quais nunca entraram em contato com o meio de cultura preparado
com cacto em decomposicdo, foram mantidas em condi¢cdes idénticas de meio
padrdo de banana e levedura, por trés geracfes. ApOs este periodo, foram
separados 50 casais de cada linhagem, os quais foram colocados durante 24 horas
em camaras embrionarias contendo placas com &gar a 0,5%, levedura
(Saccharomyces cerevisiae) e pedacgos de tuna, para inducéo da oviposicao.

ApOs o periodo de 24h, os casais foram retirados das camaras embrionarias e
depois de 48 horas, tempo para que as larvas eclodissem dos ovos e passassem
pelo 1° instar, larvas de 2° instar foram retiradas das placas e colocadas em tubos
contendo o meio de cultura semi-natural de cladddio de Stenocereus thurberi (cacto
colunar), ou dos frutos de Opuntia spp. (tuna). Um total de 40 larvas por tubo foram
colocadas para evitar o efeito de superpopulacdo. Foram preparados 10 tubos por
dieta e por populacdo, de acordo com o descrito por Soto et al. (2007). Ap6s o
desenvolvimento das moscas, os individuos adultos que emergiram de cada meio de
cultura semi-natural foram identificados, sexados, separados, colocados em tubos
com etanol e armazenados a 20°C negativos. Todos os experimentos foram
realizados a 25°C + 1°C em um fotoperiodo de 12:12 (claro:escuro).

Para obtencdo do meio de cultura semi-natural pedacos de cladodios de
cactos colunares e de tunas frescos, e também o liquido exsudado dos cladddios e
tunas em decomposicdo ocorrendo naturalmente, foram coletados e levados ao
laboratorio. Os pedacos de cladddios e tunas frescos foram armazenados a 20°C
graus negativos, e o liquido de fermentacao foi mantido a 4°C, adicionando 10 g de
cladddio/tuna frescos a cada duas semanas, até o inicio dos experimentos. Para a
preparacdo dos meios semi-naturais pedacos de cladodio ou tuna foram triturados
com 200 ml de agua destilada em um liquidificador, e foi considerado que metade do
triturado corresponderia a agua do proprio material vegetal, descontada a
quantidade de agua adicionada. A partir dai, calculou-se uma proporgédo de 1% de
agar para a guantidade de agua presente na mistura, a qual foi adicionada e em

seguida a mistura foi submetida a aquecimento para sua dissolucdo. Apdés o
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aguecimento, aproximadamente 6 g deste material foi transferido para tubos de
vidro. Os tubos foram estocados a 25°C por 24 horas antes da transferéncia das
larvas. Apods este periodo, eles foram inoculados com 0,1 ml do liquido em
fermentacao da parte do cacto correspondente (cladédio ou tuna). A composicao de
cada meio semi-natural foi analisada pelo laboratério Exova Inc. (Tabela 1).

Estas etapas do trabalho foram desenvolvidas no ano de 2014 durante o
estagio de Pés-Doutorado do Prof. Dr. Rogério Pincela Mateus e do estagio da
Licenca Sabatica da Profa. Dra. Luciana Paes de Barros Machado, realizados no
Laboratorio de Gendmica para la Biodiversidad — LANGEBIO, do Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados — CINVESTAV, do Instituto Politécnico
Nacional — IPN, em lIrapuato, Estado de Guanajauto, México, sob supervisdo e
colaboracdo da Profa. Dra. Therese Ann Markow. Ja o0s materiais e métodos
especificos, referentes as andlises morfométricas de asas e edeagos das moscas
adultas provenientes de cada meio de cultura, estdo descritos a seguir nos capitulos

correspondentes.

Tabela 1. Composicdo quimica das dietas semi-naturais dos cladodios de
Stenocereus thurberi (cacto colular), e dos frutos de Opuntia spp. (tuna), testadas
para Drosophila mojavensis sonorensis.

Umidade Gordura Proteina Carboidrato Acucar Caloria

Cladodio 93,1% 0,7% 0,3% 5,2% 0,4%  28/100g
Tuna 92,8% ND 0,3% 6,8% 52%  28/100g

ND = nada detectado (<0,1%)
Gordura = saturada, monoinsaturada, poliinsaturada, trans, omega-3, -6, -9, acidos graxos.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos neste trabalho estdo descritos a seguir nos trés
capitulos correspondentes a artigos cientificos a serem publicados em revistas com

Qualis igual ou superior a B1 na area de Biodiversidade da CAPES.
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Capitulo I- Assimetria da asa em Drosophila mojavensis sonorensis
(Diptera: Drosophilidae): hospedeiro principal versus sazonal
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5. INTRODUCAO

A simetria € uma caracteristica bioldgica de grande importancia em
Drosophila, pois foi verificado que popula¢cées de moscas mais simétricas tendem a
apresentar maior estabilidade no seu desenvolvimento, sucesso reprodutivo e taxa
de sobrevivéncia em comparacdo com populacdes assimétricas que estdo
estressadas (SOTO et al., 2008a, 2008b, 2008c). A estabilidade do desenvolvimento
resulta de mecanismos de correcdo, 0S quais protegem as estruturas de
perturbacdes ambientais (SOTO et al., 2010). Esta estabilidade pode ser rompida,
ou, perturbada por fatores como a temperatura, densidade populacional,
fragmentacao de habitat e variacdo nutricional (MOLLER e SWADDLE, 1997; LENS
et al., 1999; HOSKEN et al., 2000). Um bom indicador da instabilidade do
desenvolvimento é o padrdo de simetria apresentado por estruturas simétricas em
um grupo de organismos. Isto porque, ambos os lados de um organismo estéo sob o
controle das mesmas vias genéticas durante o desenvolvimento, o que leva a
acreditar que se ha um desvio no padrdo de simetria de um grupo, provavelmente
este esteja relacionado com perturbagdes locais que levaram ao rompimento da
homeostasia do desenvolvimento, ocasionando a assimetria (HOSKEN et al., 2000;
BREUKER et al., 2006).

A assimetria é um desvio da simetria (KLINGENBERG et al., 2002). Em geral
trés tipos de assimetria sdo distinguidos de acordo com a distribuicdo das diferencas
entre as médias dos lados direito e esquerdo de um grupo amostral ou de uma
populacao: assimetria direcional, assimetria flutuante e antissimetria (VAN VALEN,
1962; PALMER e STROBECK 1986, 2003). Os tipos de assimetria possuem
diferentes caracteristicas estatisticas, origens e consequéncias biolégicas
(KLINGENBERG, 2015). A assimetria direcional é influenciada por fatores genéticos,
possui um padrdo de variacdo entre os lados direito e esquerdo e, € distribuida
sobre uma média populacional que difere de zero, com distribuicdo normal
(PALMER e STROBECK, 2003; KLINGENBERG et al., 1998). Pode-se quantifica-la
a partir da diferenca entre o lado direito e esquerdo, contudo possui uma magnitude
muito baixa em insetos que € comumente encontrada em estudos com insetos
(KLINGENBERG et al.,, 1998; PITHER e TAYLOR, 2000). Por outro lado, a
assimetria flutuante possui um padrdo de variacéo aleatorio com distribuicdo normal

sobre uma média populacional zero entre os lados direito e esquerdo (VAN VALEN,



23

1962; PALMER, 2003). Este tipo de assimetria € geralmente associada com
alteracbes ambientais que agem como estressores para 0S organismos, ja que
expressa a dificuldade de superar perturbacdes (PALMER, 1994; KLINGENBERG e
MCINTYRE, 1998; KLINGENBERG et al.,, 2015). A antissimetria € o tipo de
assimetria no qual uma grande parcela dos individuos de uma populagdo é
assimétrica, mas diferem nas direc6es das assimetrias (KLINGENBERG, 2015). O
padrdo de variacdo entre os lados direito e esquerdo é correlacionado e bimodal,
distribuido sobre uma média zero, porém a frequéncia de distribuicdo ndo possui
normalidade (PALMER e STROBECK, 2003; PALMER, 2005).

Uma das estruturas mais utilizadas como indicadora de assimetria em
Drosophila € a asa, a qual possui alta plasticidade fenotipica, e também € alvo de
diferentes variacbes, como genéticas, fenotipicas e mudancas evolutivas
(MONTEIRO e REIS, 1999; MORIN et al., 1999; CARREIRA et al., 2008; SOTO et
al., 2008a; KLINGENBERG, 2014). Esta estrutura possui veias que fornecem muitos
marcos anatbémicos, além do seu desenvolvimento em Drosophila j& ser bem
compreendido (STARK et al., 1999; KLINGENERG e ZAKLAN, 2000). A analise de
asa também é vantajosa, por conta da facilidade e velocidade de preparacdo do
material, além da rapidez da digitalizacdo das imagens e baixo custo de obtencédo
dos dados das amostras. Porém, a danificacdo de uma asa pode representar uma
desvantagem as analises (HOULE et al., 2003; LYRA et al., 2010).

As moscas do género Drosophila (Diptera: Drosophilidae) sdo saprofitéfagas
e utilizam plantas hospedeiras no seu ciclo de vida. Os tecidos vegetais em
decomposicdo servem como sitio de desenvolvimento larval e alimentacao larval e
de adultos, que se alimentam das leveduras associadas a este processo (PEREIRA
et al., 1983; MARKOW e O'GRADY, 2008). A troca de hospedeiro faz com que o
organismo dessas moscas hecessite se ajustar ao novo ambiente, o qual possui
caracteristicas diferentes das encontradas habitualmente (SOTO et al.,, 2010).
Algumas espécies deste género participam do sistema cacto — levedura —
Drosophila, sendo denominadas cactofilas, e representam um bom modelo para
verificar o papel evolutivo da utilizacdo de planta hospedeira no processo de
diversificacao biolégica (BARKER e STARMER, 1982; PEREIRA et al., 1983; HEED
e MANGAN, 1986; BARKER et al., 1990; POWELL, 1997; ETGES e JACKSON,
2001).
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A subespécie cactofilica Drosophila mojavensis sonorensis do grupo repleta
habita o Deserto de Sonora e utiliza geralmente cladédios do cacto colunar
Stenocereus thurberi (PFEILER et al., 2009). Porém, recentemente Therese Ann
Markow (comunicacédo pessoal), realizando coletas de D. mojavensis, constatou que
esta subespécie também utiliza frutos (tunas) em decomposi¢édo do cacto do género
Opuntia spp. como hospedeiros sazonais. Quando estes frutos nao estéo
disponiveis, as moscas utilizam o seu hospedeiro primario, os cladédios do cacto
colunar S. thurberi, demonstrando haver uma sazonalidade alimentar.

Sabe-se que os dois hospedeiros possuem composi¢cdes distintas. Os
cladodios de cactos colunares, como € o caso da espécie S. thurberi, possuem
muitos aleloquimicos como alcaloides, acidos graxos de cadeia média, esterdides e
glicosideos triterpenos (FOGLEMAN e DANIELSON, 2001). Ja os frutos de Opuntia
spp. possuem uma alta quantidade de acucares, glicose e frutose, que servem como
fonte imediata de energia, além de possuirem menos compostos agressivos que 0S
cladodios (SAENZ e SEPULVEDA, 1990; FEUGANG et al., 2006; CARREIRA et al.,
2014). Segundo Fanara et al. (1999), diferencas entre os grupos de cactos, com
relacdo a sua composicao quimica, distribuicdo espacial e o intervalo de tempo que
os tecidos em decomposi¢cdo sdo adequados para as moscas, podem representar
desafios aos adultos e ao desenvolvimento larval.

Alguns trabalhos tém demonstrado que a quantidade e a qualidade dos
nutrientes consumidos pelos organismos tém influéncia sobre diversas
caracteristicas, incluindo histéria de vida, vulnerabilidade a doencas, fertilidade,
reproducao, longevidade e resisténcia a estresse (RION e KAWECKI, 2007; LEE et
al., 2008), além de afetar o padrao transcricional (MATZKIN et al., 2006; MATZKIN,
2012; MATZKIN e MARKOW, 2013), caracteristicas fisiologicas e o metabolismo
(MARKOW et al., 1999; KAUN et al., 2008; REED et al., 2010; MATZKIN et al., 2011,
2013), inclusive em mais de uma geragdo (MATZKIN et al., 2013).

Assim, a hipotese deste trabalho é que como a mudanca da qualidade
nutricional pode ter um efeito estressante no organismo, € esperado que 0 excesso
de compostos secundarios e a auséncia de aclcar na dieta semi-natural de cladodio
gere instabilidade no desenvolvimento de D. m. sonorensis, e consequentemente um
maior nivel de assimetria. Dessa forma o objetivo desse trabalho foi testar o efeito
de duas dietas semi-naturais, dos hospedeiros primario (cladédios de S. thurberi) e

sazonal (tunas de Opuntia spp.), no desenvolvimento de D. m. sonorensis utilizando
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o nivel de assimetria da asa como indice de instabilidade do desenvolvimento frente

a composicao diferencial dessas fontes alimentares.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Preparo das amostras

Para as analises morfométricas de assimetria da asa foi utilizado um total de
1160 individuos de ambos os sexos pertencentes a trés populagbes (Las Bocas,
Nogales e Obregon), que foram submetidos a duas dietas (cladodios de
Stenocereus thurberi e tunas de Opuntia spp.). Como regra, todos os individuos que
emergiram foram utilizados nas analises, até um ndmero méaximo de 100 individuos

de cada grupo (Tabela 2).

Tabela 2. Numero e sexo dos individuos de cada populacdo de Drosophila
mojavensis sonorensis utilizados para as analises morfométricas de assimetria da
asa.

Populacao Dieta Numero de machos  Numero de fémeas
Claddédio 100 100
Las Bocas
Tuna 100 100
Cladodio 100 100
Nogales
Tuna 74 100
Claddédio 96 90
Obregon
Tuna 100 100

As asas direita e esquerda de cada individuo de D. m. sonorensis, de acordo
com a dieta, sexo e populacdo, foram removidas, submersas em alcool 70% e
montadas em laminas sobrepostas com laminulas. Em seguida as imagens das asas
foram capturadas utilizando um microscopio oOptico (Stemi 2000 C, Zeiss) com
aumento de 40X, com camera 5 MP acoplada, com o auxilio do programa ZEN blue
edition v.1.0.1.0 (Carl Zeiss Microscopy GMBH, 2011).

ApoOs a captura das imagens, foi criado para cada grupo um arquivo base no
programa tps Utility v.1.61 (ROHLF, 2013), a fim de ser utilizado na obtencdo dos
marcos anatdomicos e das marcacfes. Em seguida, foram inseridos doze marcos
anatomicos do tipo | na regido dorsal de cada asa. Estes marcos caracterizam-se
por serem pontos no espaco onde trés estruturas se encontram, como interseccdes

de veias, ou, onde a veia encontra a margem da asa (BOOKSTEIN, 1991b;
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HOFFMANN, SHIRRIFFS, 2002.). A ordem de introdu¢do dos marcos foi a mesma
para todas as asas, caso contrario, poderiam ocorrer problemas com o
estabelecimento da homologia espacial das estruturas e suas coordenadas. Isto
porque, cada marco anatdémico € definido por uma coordenada xy, a qual € formada
por um valor x (abscissa) e um valor y (ordenada) no plano cartesiano (MONTEIRO
e REIS, 1999). Neste caso, foram obtidas doze coordenadas xy para cada asa

(Figura 3).

Anterior

Posterior

0,5 mm

Figura 3. Vista dorsal da asa direita de Drosophila mojavensis sonorensis com a posi¢cdo dos 12
marcos anatdmicos do tipo .

Em cada grupo de imagens foram realizadas, pela mesma pessoa, duas
repeticdes de marcacdo em dois dias diferentes, a fim de medir o erro causado pela
insercdo manual dos marcos (ARNQVIST & MARTENSSON, 1998). Tanto a
obtencdo de marcos anatdbmicos, quanto as duas repeticdes de marcagéo, foram
realizadas a partir do arquivo base utilizando o programa tpsDig2 v.2.19 (ROHLF,
2015).

6.2. Obtencado dos dados morfométricos

Para testar a assimetria da forma das asas foi necessario primeiramente
realizar a reflexdo, ja que em analises que envolvem objetos ndo-simétricos ou
estruturas espelhadas como as asas, a reflexdo entre o lado esquerdo e o lado

direito possibilitam a utilizacgdo no mesmo sentido para a mesma analise
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(KLINGENBERG e MCINTYRE, 1998; AUFFRAY et al.,, 1999). Neste caso, a
assimetria da forma e do tamanho das asas sdo duas questdes diferentes, as quais
sdo abordadas em analises distintas, ao contrario do que acontece com objetos
simétricos, como a face ou carapaca de um animal, onde se realiza apenas analise
de forma, pois estas variaveis sao interdependentes (KLINGENBERG et al., 2002;
KLINGENBERG, 2015). Em seguida, realizou-se a Superposi¢cdo dos Quadrados
Minimos de Procrustes, alinhando as configuracdes individuais (DRYDEN e
MARDIA, 1998). Este método transforma uma configuracdo de marcos, superpondo-
a sobre uma configuracédo de referéncia, de modo que a soma dos quadrados das
distancias entre os pontos correspondentes em ambas as configuracbes seja a
menor possivel (MONTEIRO e REIS, 1999). Para que se possa realizar a
sobreposicao é necessario transladar, proporcionalizar e rotacionar as coordenadas,
retirando o efeito de tamanho, sentido e posicéo.

Em seguida foi realizada a ANOVA de Procrustes para averiguar a existéncia
de assimetria direcional e flutuante. Esta ANOVA utilizou as coordenadas de
Procrustes alinhadas como variaveis dependentes, e os graus de liberdade séo
calculados a partir da multiplicacdo do numero de graus de liberdade de cada fator
pelo numero total de dimensGes do espaco da forma (KLINGENBERG e
MCINTYRE,1998). Os classificadores extraidos dos dados foram: individuo, lado,
dieta, populacéo e erro. Os individuos foram utilizados como fator individual, o lado
(direito e esquerdo) foi utilizado com fator fixo, enquanto que a repeticdo foi
considerada um fator de erro. Os classificadores dieta (cladddio e tuna) e populacdo
(Las Bocas, Nogales e Obregon) foram considerados como fatores extras. A
assimetria foi medida como o desvio existente em relacdo a sobreposicdo perfeita
entre a asa direita e a asa esquerda de cada individuo (MARCHAND et al., 2003).
Por conta disto, o fator lado correspondeu a assimetria direcional, ja a interacao
entre lado e individuo correspondeu a assimetria flutuante (PALMER e STROBECK,
2003).

A assimetria global, composta pela assimetria flutuante e direcional, foi
extraida de cada individuo a partir das distancias de Procrustes entre a asa direita e
esquerda (MARCHAND et al., 2003). A distancia de Procrustes entre a configuracao
média da asa direita e a configuragdo média da asa esquerda foi utilizada como o
valor de assimetria direcional de cada grupo. Para obter o valor de assimetria

flutuante em cada individuo foi necessario subtrair a assimetria direcional da global.
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Foi verificado através da Andlise de Kruskal-Wallis a variacdo da assimetria
global e flutuante entre os seis grupos formados a partir da interacdo entre dieta e
populacdo. O teste de Kruskal-Wallis € uma extensao do teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney, e geralmente é utilizado quando os dados ndo sdo parameétricos e nao é
possivel utilizar o teste da ANOVA. Este teste compara trés ou mais amostras
independentes, e indica se ha diferenca entre pelo menos duas das amostras. A
aplicacao do teste utiliza os valores numéricos transformados em postos agrupados
num sé conjunto de dados. A comparacéo dos grupos é realizada por meio da média
dos postos (posto médio) (MCDONALD, 2014).

Todas as andlises foram realizadas separadamente para machos e fémeas. A
Superposicdo dos quadrados minimos de Procrustes, e a ANOVA de Procrustes
foram realizadas utilizando o programa MorphoJd 1.06d (KLINGENBERG, 2014),
enquanto que a Analise de Kruskal-Wallis foi realizada utilizando o programa R 3.3.0
(R Development core Team, 2016).
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7. RESULTADOS

As ANOVAs de Procrustes para assimetria da forma das asas das populacdes
e dietas mostraram resultados significativos para todos os tracos tanto em fémeas,
guanto em machos de D. m. sonorensis (Tabela 3). Os resultados apresentados
indicam assimetria direcional e assimetria flutuante em ambos o0s sexos. A variagao
explicada pelos quadrados médios da assimetria flutuante € maior que o erro em

ambos 0s sexos.

Tabela 3. ANOVA de Procrustes das populacdes e dietas testando a assimetria da
forma de fémeas e machos de Drosophila mojavensis sonorensis.

Efeito QM GL F
Dieta 0,0010907 20 27,90*
Populacao 0,0215003 40 550,00*
R Individual (1) 0,0000390 11720 3,59*
Fémeas
Lado (L) 0,0001264 20 11,62*
IxL 0,0000108 11780 7,11*
Erro 0,0000015 23600
Dieta 0,0007493 20 17,24*
Populacao 0,0230011 40 529,29*
Individual (1) 0,0000434 11320 3,38*
Machos
Lado (L) 0,0000329 20 2,56*
I xL 0,0000128 11380 6,96*
Erro 0,0000018 22780

QM, quadrados médios; GL, graus de liberdade. *p<0,001.

Contudo, os valores referentes a assimetria ndo sao significativos em todos
0s grupos de tratamento quando os resultados sdo separados dentro do grupo de
fémeas e machos. A ANOVA de Procrustes para as fémeas revelou que a diferenca
entre os lados, assim como, a interacdo lado X individuo foi significativa em ambas
as dietas para todas as populacdes (Tabela 4). Porém, para os machos a ANOVA de
Procrustes mostra que a diferenca entre os lados so6 € significativa para machos da
populacdo de Nogales tratados com cladodio, e a interacdo lado X individuo foi

significativa em ambas as dietas para todas as populagdes (Tabela 5).
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Tabela 4. Diferengas na assimetria de forma da asa de fémeas de Drosophila
mojavensis sonorensis baseadas ha ANOVA de Procrustes.

Cladédio Tuna

Populacéao Efeito QM GL F QM GL F
Individual (I) 0,0000282 1980 2,30* 0,0000225 1980 2,09*
Lado (L) 0,0000445 20 3,63* 0,0000499 20 4,61*

Las Bocas
IxL 0,0000122 1980 7,17 0,0000108 1980 8,75*
Repeticdo  0,0000017 4000 0,0000012 4000
Individual () 0,0000412 1980 3,48* 0,0000463 1980 4,61*
Lado (L) 0,0000611 20 5,16* 0,0000284 20 2,83*
Nogales
IxL 0,0000118 1980 6,81* 0,0000100 1980 6,11*
Repeticdo  0,0000017 4000 0,0000016 4000
Individual () 0,0000421 1780 4,29* 0,0000493 1980 5,08*
Lado (L) 0,0000405 20 4,13*  0,0000269 20 2,77*
Obregon
IxL 0,0000098 1780 6,70*  0,0000097 1980 7,01*
Repeticdo  0,0000014 3600 0,0000013 4000

QM, quadrados médios; GL, graus de liberdade. *p<0,001.

Tabela 5. Diferencas na assimetria de forma da asa de machos de Drosophila
mojavensis sonorensis baseadas na ANOVA de Procrustes.

Cladédio Tuna

Populacéo Efeito QM GL F QM GL F
Individual (I) 0,0000366 1980 2,31* 0,0000230 1980 2,10*
Lado (L) 0,0000189 20 1,19  0,0000151 20 1,38

Las Bocas
IxL 0,0000159 1980 9,37* 0,0000110 1980 5,67*
Repeticdo  0,0000016 4000 0,0000019 4000
Individual (I) 0,0000450 1980 3,26* 0,0000453 1460 3,39*
Lado (L) 0,0000443 20 3,21* 0,0000116 20 0,87
Nogales
I xL 0,0000138 1980 5,25* 0,0000133 1460 8,10*
Repeticdo  0,0000026 4000 0,0000016 2940
Individual (I) 0,0000490 1900 4,22* 0,0000570 1980 5,04*
Lado (L) 0,0000100 20 0,86  0,0000136 20 1,21
Obregon
I xL 0,0000116 1900 7,03* 0,0000113 1980 7,83*
Repeticdo  0,0000016 3840 0,0000014 4000

QM, quadrados médios; GL, graus de liberdade. *p<0,001.
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A andlise do diagrama da diferenca entre os lados direito e esquerdo em
fémeas demonstrou que a assimetria direcional esta relacionada com deformacdes
no eixo anteroposterior, envolvendo principalmente os marcos anatdémicos 5, 6 na
margem posterior, e 0 2 na margem anterior da asa. As deformacdes também foram
associadas com os marcos anatdmicos 11 na base e 3 no apice da asa, ocorrendo
um deslocamento com direcdo a regido apical (Figura 4A). Ja nos machos a
assimetria direcional est4d relacionada com deformacbes apenas no eixo
anteroposterior, principalmente nos marcos anatébmicos 2 e 5, ocorrendo uma leve

compressé&o no eixo antero-posterior (Figura 4B).

Figura 4. Diagrama da diferenca entre as médias de forma da asa esquerda (linhas cinzas) e asa
direita (linhas pretas), correspondendo a assimetria direcional em Drosophila mojavensis sonorensis.
A. Fémeas. B. Machos. Deformag¢6es ampliadas 20 vezes.
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O teste de Kruskal-Wallis realizado para as fémeas demonstrou haver
diferenca entre os niveis de assimetria global quando comparado os seis grupos
formados pela interacdo entre as trés populacdes e as duas dietas, e também
guando comparado apenas as populacdes. No entanto, ndo houve diferenca entre
0s niveis de assimetria global para dieta nas fémeas. Enquanto que, para os machos
o0 teste de Kruskal-Wallis demonstrou haver diferenca entre os niveis de assimetria
global das dietas, das populacdes e da interacéo entre as dietas e populacdes. Com
relacdo aos niveis de assimetria flutuante, ndo houve diferenca significativa para as
dietas, populacdes, ou interacdo entre as populacbes e dietas nas fémeas e nos
machos (Tabela 6).

Tabela 6. Diferencas entre os niveis de Assimetria Global e Assimetria Flutuante
para machos e fémeas de Drosophila mojavensis sonorensis baseadas no Teste de
Kruskal-Wallis.

Assimetria Global Assimetria Flutuante

Interacao H GL H GL

Dieta (D) 0,43 1 1,27 1

Fémeas Populacao (P) 8,77* 2 3,65 2
DxP 11,88* 5 6,27 >

Dieta (D) 6,73** 1 1,93 1

Machos Populagio (P) 12,27* 2 3,94 2
DxP 18,57 5 8,82 5

**p<0,01 ; *p<0,05

Comparando os niveis de assimetria global e flutuante a partir do teste
posteriori do Kruskal-Wallis, foi possivel verificar que as fémeas e o0os machos
apresentaram niveis semelhantes e nao significativos de assimetria global na
interac&o entre os grupos de dietas e populacdes (Tabela 7). Sendo que a diferenca
verificada entre as trés populacbes, e entre as dietas é provavelmente em
decorréncia dos valores de assimetria direcional dos grupos. Quando comparado as
dietas dentro das populagdes, o Unico valor significativo foi nos machos da
populacdo de Las Bocas. Enquanto que a diferenca entre as populacbes foi

significativa apenas na assimetria global de Las bocas — Obregon e Nogales —
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Obregon (Tabela 8). As populacbes de Nogales e Obregon apresentaram niveis
maiores de assimetria direcional na dieta de cladddio, enquanto que a populacéo de
Las Bocas na dieta de tuna (Figura 5). Os niveis de assimetria flutuante também
foram semelhantes entre os grupos de tratamento dos machos, sendo que a
diferenca existente entre os grupos foi causada pela assimetria direcional. Os
machos das populac¢des de Las Bocas e Nogales apresentaram niveis mais altos de
assimetria direcional na dieta de cladodio, enquanto que a populacdo de Obregon na

dieta de tuna (Figura 6).

Tabela 7. Variacdo entre os niveis de diferenca observada e diferenca critica de
Assimetria Global e Assimetria Flutuante para todos os grupos de machos e fémeas
de Drosophila mojavensis sonorensis baseadas no Teste de Comparacdo Mdltipla
apos o Kruskal-Wallis.

AG AF AG AF
Comparacgao DO DO DC DO DO DC
CB-CN 26,64 2,83 70,75 4,49 36,85 68,36
CB-CO 42,49 43,55 72,69 49,27 28,63 69,07
CB-TB 9,90 1,12 70,75 47,01 37,61 68,36
CB-TN 14,18 14,06 70,75 18,50 13,61 74,12
CB-TO 35,62 5,18 70,75 77,12 64,56 68,36
CN-CO 69,13 46,38 72,69 53,76 8,21 69,07
CN-TB 16,74 1,71 70,75 51,50 0,76 68,36
CN-TN 40,82 11,23 70,75 22,99 23,23 74,12
CN-TO 62,26 8,01 70,75 81,61 27,71 68,36
CO-TB 52,39 44,67 72,69 2,26 8,97 69,07
CO-TN 28,31 57,61 72,69 30,77 15,02 74,77
CO-TO 6,87 38,37 72,69 27,84 35,92 69,07
TB-TN 24,08 12,94 70,75 28,50 23,99 74,12
TB-TO 45,52 6,30 70,75 30,11 26,95 68,36
TN-TO 21,44 19,24 70,75 58,61 50,94 74,12

Em negrito os valores significativos.

AG, assimetria global; AF, assimetria flutuante; DO, diferenca observada; DC, diferenca critica; CB,
cladddio-Las Bocas; CN, cladodio-Nogales; CO, cladédio-Obregon; TB, tuna-Las Bocas; TN, tuna-
Nogales; TO, tuna-Obregon; C, cladédio; T, tuna.
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Tabela 8. Variacdo entre os niveis de diferenca observada e diferenca critica de
Assimetria Global e Assimetria Flutuante entre as populacdes e dietas dos grupos de
machos e fémeas de Drosophila mojavensis sonorensis baseadas no Teste de
Comparacédo Multipla apos o Kruskal-Wallis.

AG AF AG AF
Comparacgéo DO DO DC DO DO DC
CB-TB 3,48 1,00 16,04 17,18 14,16 16,04
CO-TO 1,79 12,20 15,66 9,26 12,37 15,88
CN-TN 14,20 3,52 16,04 5,90 7,33 15,13
C-T 9,29 15,87 27,51 35,83 19,22 27,06
B-N 1,28 7,88 40,80 18,21 8,16 40,87
B-O 43,82 23,91 41,34 39,97 28,15 39,62
N-O 45,10 31,80 41,34 58,19 19,99 41,06

Em negrito os valores significativos.

AG, assimetria global; AF, assimetria flutuante; DO, diferenca observada; DC, diferenca critica; CB,
cladédio-Las Bocas; CN, cladédio-Nogales; CO, cladédio-Obregon; TB, tuna-Las Bocas; TN, tuna-
Nogales; TO, tuna-Obregon; C, cladddio; T, tuna.
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0015

Assimetria Global (AF + AD)
0.005 0.010

0.000

Las Bocas Nogales Obregon

Populacédo

Figura 5. Grafico da Assimetria Global das fémeas de Drosophila mojavensis sonorensis. AF,
assimetria flutuante (cinza escuro); AD, assimetria direcional (cinza claro); C, cladédio; T, tuna.
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Figura 6. Gréfico da Assimetria Global dos machos de Drosophila mojavensis sonorensis. AF,
assimetria flutuante (cinza escuro); AD, assimetria direcional (cinza claro); C, cladédio; T, tuna.
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8. DISCUSSAO

A assimetria como uma medida de estresse durante o desenvolvimento néo é
unanimidade entre os pesquisadores. Alguns trabalhos tém observado que nao
ocorre assimetria quando 0s organismos sdo submetidos a condi¢des estressantes,
enquanto outros consideram que apesar da assimetria ser um indicador de estresse
com alta robustez, seus niveis sdo muito baixos para Drosophila, sugerindo que
diferentes estudos morfométricos analisando a forma da asa devem ser realizados
para observar o real impacto causado por agentes estressores (LEUNG e FORBES,
1996; FREEMAN et al., 2003; HOFFMANN et al., 2005). Nossos resultados
demonstraram que houve instabilidade no desenvolvimento em ambas as dietas
semi-naturais, cladddios de Stenocereus thurberi e tunas de Opuntia spp., com
niveis baixos de assimetria.

Os niveis baixos de assimetria observados nos organismos podem ser
explicados por conta da variag¢ao individual ser muito menor que a variacao entre 0s
individuos (KLINGENBERG et al., 2001). Hoffmann et al. (2002) analisou alteracdes
na forma e assimetria da asa em Helicoverpa punctigera expostos a pesticidas e
estresse causado pelo frio, e ndo conseguiram detectar nenhum tipo de assimetria,
enquanto que alteragdes na forma foram observadas. Resultados semelhantes
foram encontrados por Hoffmann et al. (2005), os quais realizaram um experimento
com Drosophila melanogaster e sugeriram que alteragbes na forma sdo respostas
mais comuns ao estresse do que a assimetria, pois as moscas nao apresentaram
nenhuma alteracdo assimétrica nas asas, enquanto que na analise de forma, mesmo
que sutil as alteracdes, foi possivel verifica-las, sugerindo que este ultimo atributo é
um indicador de estresse melhor em alguns casos do que a assimetria. Hoffmann e
Shirriffs (2002) também apontaram a forma da asa como um bom indicador de
estresse para 0s insetos.

Nossos resultados sugerem que a assimetria global (flutuante + direcional) na
dieta de cladodio foi maior que na dieta de tuna para praticamente todas as
populacdes de Drosophila mojavensis sonorensis, mas provavelmente esta
diferenca esta relacionada com niveis diferentes de assimetria direcional entre estas
populacdes. Segundo Palmer e Strobeck (2003) o fato de uma estrutura apresentar
assimetria direcional, diferenca entre os lados direito e esquerdo, pode estar ligado a

fatores genéticos e nao ser reflexo do desenvolvimento. Assim como, a assimetria
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direcional pode ser conservada com o passar das geracoes, e a diferenca nos niveis
de assimetria & resultante do curto tempo de estabelecimento de linhagens em
laboratorio, ocorrendo possivelmente uma selecdo para desvios na simetria mais
branda que no meio natural (KLINGENBERG et al., 1998; KLINGENBERG et al.,
2001; HOFFMANN et al., 2005; COSTA et al., 2015).

Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os niveis de assimetria
flutuante para nenhum dos sexos, 0 que sugere que 0s hiveis de estresse
encontrados nas duas dietas sdo semelhantes. Ambas dietas representam, cada
uma com sua particularidade de composi¢cdo, uma condicdo estressante que afetou
o desenvolvimento de D. m. sonorensis. Trabalhos com outras espécies cactofilicas
tém demonstrado resultados diferentes. Por exemplo, Hasson et al. (2009) verificou
que o nivel de assimetria flutuante em alguns pares de espécies do cluster
Drosophila buzzatii € afetado pelo cacto hospedeiro, e que comumente o hospedeiro
primario € mais favoravel ao desenvolvimento e o secundario € mais estressante.
Resultados semelhantes a esses foram encontrados por Soto et al. (2008b) em um
estudo com D. buzzatii e D. koepferae, demonstrando que ocorreu um aumento da
assimetria flutuante relacionada com o desenvolvimento dos organismos no cacto
considerado hospedeiro secundario. Esses autores apontam que as condi¢cdes
especificas do hospedeiro secundario seriam as causadoras da instabilidade no
desenvolvimento das larvas, condicfes estas que ndo estdo presentes no
hospedeiro primario. Porém, por outro lado, Soto et al. (2010), investigando a
relacdo entre o cacto hospedeiro e a instabilidade do desenvolvimento de D. gouveai
e D. antonietae tratados com um hospedeiro primario e outro secundario, verificaram
gue a assimetria flutuante foi maior quando os individuos utilizaram o hospedeiro
primario.

A assimetria flutuante é principalmente relacionada ao nivel de estresse
ambiental, e tem sido apontada por muitos trabalhos como um bom indicador de
instabilidade durante o desenvolvimento (LENS et al.,1999; ANCIAES e MARINI,
2000; HOGG et al., 2001; MARKOW e O’GRADY, 2005; HOFFMANN e WOODS,
2003 HASSON et al., 2009; KLINGENBERG, 2015). Porém, Soto et al. (2010)
sugerem que a assimetria direcional também pode estar relacionada com
instabilidade no desenvolvimento, e que a assimetria flutuante ndo pode ser utilizada
como um indicador sensivel de qualidade genética e fenotipica, pois ndo ha uma

relacdo consistente entre assimetria flutuante e valor adaptativo.
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Como, no nosso caso, o nivel de assimetria flutuante foi significativo e nao
houve diferenca entre cladddio e tuna, nés levantamos duas hipoteses para explicar
estes fatos. A primeira € de que a resposta das trés populacdes seja semelhante
gquando sujeitas a mesma variacdo dietética. Resultados semelhantes ja foram
encontrados em outros trabalhos que verificaram que um mesmo cacto hospedeiro
pode exercer influéncia semelhante na viabilidade e histdria de vida de organismos
de espécies diferentes (SOTO et al., 2007, 2008c). Costa et al. (2015), em um
estudo sobre distribuicdo geografica de D. antonietae, verificou que apesar de existir
uma variacdo na assimetria global entre as populacdes, estas apresentaram niveis
semelhantes de assimetria flutuante, os quais também relacionaram com respostas
semelhantes dadas pelas populacdes quando submetidas ao mesmo nivel de
estresse.

A segunda hip6tese é de que cladddio e tuna exercam pressfes seletivas
diferentes no desenvolvimento larval das moscas, e consequentemente estresse em
niveis semelhantes. Rogério P. Mateus (comunicacao pessoal) analisando tempo de
desenvolvimento, peso da massa seca e viabilidade nas mesmas linhagens
utilizadas no atual trabalho e nas mesmas dietas, encontrou que tuna e cladddio
influenciam de forma distinta os organismos. O tempo de desenvolvimento foi
menor, e 0 peso em massa seca dos adultos e a viabilidade larva-pupa foram
maiores na dieta de tuna. Ja na dieta de cladédio, a viabilidade total e a viabilidade
pupa - adulto foram maiores. Feugang et al. (2006) afirma que a elevada
concentracdo de acUcares em tuna serve como fonte imediata de energia, e que os
compostos secundarios presentes em outras partes do cacto, como os cladodios, se
apresentam como um desafio quimico aos animais que se utilizam desta matéria, e
possivelmente seria um fator estressante.

Os alcaloides sdo produtos secundarios do metabolismo das plantas e, no
caso dos cactos, especificamente nos cladddios, sdo determinantes para as moscas
na escolha de um hospedeiro (HEED e MANGAN, 1986). Também séo considerados
0S principais compostos quimicos causadores de estresse. Por exemplo, Soto et al.
(2014) demonstaram que ha uma relacao direta entre alcaloides e alteracbes em
caracteristicas bionbmicas em espécies cactofilicas de Drosophila, sendo que doses
elevadas de alcaloides reduzem a viabilidade e estendem o tempo de
desenvolvimento, porém ndo afetam as asas. No caso de organismos tolerantes nao

ocorreu alteragdes significativas de nenhum dos tracos.
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Mair et al. (2003) verificaram que a restricdo alimentar causada pela
diminuicdo da quantidade de levedura e aglucar no meio alimentar laboratorial, levou
a um aumento no tempo de vida das moscas adultas, causando uma reversédo da
mortalidade. Isto significa que, no atual trabalho, a diferenca na qualidade alimentar
referente a auséncia de acucar na dieta semi-natural de cladddio estaria
aumentando o tempo de desenvolvimento e diminuindo a taxa de mortalidade nas
moscas adultas. Portanto, as larvas que se desenvolvem em cladodio e resistem a
fase larval, sdo favorecidas futuramente nas demais fases do desenvolvimento. Ja
as larvas que se desenvolvem mais rapido e em maior tamanho em tuna, tem mais
dificuldade na metamorfose e na ecloséo de novos adultos. Isto significa que, tanto
0s acucares do fruto em grande quantidade, quanto os compostos secundarios do
cladodio, afetam o desenvolvimento larval, o qual s6 é percebido no decorrer do

desenvolvimento da mosca.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A quantidade de agUcares e a presenca de compostos secundarios tem uma
relacdo direta com os niveis de estresse encontrados no atual trabalho. Isto porque,
tanto a dieta semi-natural de cladédio que possui mais compostos secundarios e
menos acucares, e a dieta semi-natural de tuna, a qual possui mais acucares em
sua composi¢do e menos compostos secundarios, causaram estresse nas moscas.
Consequentemente, os niveis de assimetria flutuante foram semelhantes entre as
dietas, j& os niveis de assimetria direcional foram diferentes, o que acabou
influenciando os niveis de assimetria global entre as populagdes e tratamentos.

As populacbes se mostraram diferentes geneticamente, através do obtido
para a assimetria direcional, porém com uma resposta semelhante quando
submetidas a variacdo dietéticas, isto porque, um hospedeiro especifico, tuna ou
cladaddio, influenciou de forma semelhante todos os organismos que se utilizaram
destes substratos. Isto foi verificado por meio dos niveis significativos de assimetria
flutuante, que ndo variaram entre 0s conjuntos de organismos analisados.

Por fim, os motivos pelos quais niveis diferentes de assimetria direcional sao
aferidos em organismos semelhantes ainda ndo estdo bem esclarecidos na
literatura. Isto faz com que mais estudos genéticos sejam necessarios para ajudar a
resolver questdes morfoldgicas, as quais podem influenciar a biologia, ecologia e
evolucdo das moscas. Além disso, estudos mais aprofundados a respeito da
composi¢do quimica de hospedeiros diferentes, e da influéncia de determinados

compostos no desenvolvimento dos insetos também séo igualmente importantes.
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Capitulo Il - Variacdo Fenotipica das asas de Drosophila mojavensis
sonorensis (Diptera: Drosophilidae) em Resposta a Sazonalidade
Alimentar
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10. INTRODUCAO

Drosophila mojavensis sonorensis ocorre em uma area que compreende 0s
estados de Sonora e Sinaloa, no México, até o sul do Arizona, nos E.U.A. (PFEILER
et al., 2009). Esta subespécie pertence ao complexo mulleri, o qual se encontra
dentro do grupo repleta (VILELA 1983; WASSERMAN 1982, 1992). Estes
organismos participam do sistema cacto — levedura — Drosophila, o qual representa
um bom modelo para verificar o papel evolutivo da utilizacdo de planta hospedeira
no processo de diversificacdo biologica (BARKER e STARMER, 1982; PEREIRA et
al., 1983; HEED e MANGAN, 1986; BARKER et al., 1990; POWELL, 1997; ETGES e
JACKSON, 2001). Usualmente D. m. sonorensis utiliza como hospedeiro o cacto
colunar Stenocereus thurberi, porém recentemente foi constatado que estas moscas
estavam utilizando quando disponivel os frutos em decomposi¢cdo de cactos do
género Opuntia spp. (Therese Ann Markow, comunicacdo pessoal). Esta observacao
€ relevante, pois as tunas sao sazonais, e quando ndo estdo disponiveis, 0s
organismos retomam a utilizacdo dos cladddios do cacto colunar.

A troca de hospedeiro demanda um ajuste no organismo dos insetos com
relacdo ao novo ambiente, o qual possui caracteristicas diferentes das encontradas
comumente (SOTO et al., 2010). Segundo Fanara et al. (1999), ha diferencas entre
0s grupos de cactos, com relacdo a sua quimica, distribuicdo espacial e o intervalo
de tempo em que os tecidos em decomposi¢cdo sdo adequados para as moscas, 0
que pode representar desafios aos adultos e ao desenvolvimento larval. As espécies
de cacto hospedeiras de Drosophila, em geral, podem ser classificadas em dois
grandes grupos ecoldgicos. O primeiro grupo seria o das espécies do género
Opuntia spp., 0 segundo dos cactos colunares, o qual compreendem varios géneros,
como Trichocereus, Cereus e Pilosocereus na América do Sul e o Stenocereus,
Pachycereus e Carnegiea na América do Norte (HASSON et al., 2009). Os cladddios
dos cactos de ambos os géneros possuem grandes quantidades de complexos
guimicos, como o0s acidos graxos, glicosideos, triterpenos e didis de esterois
(FOGLEMAN e DANIELSON, 2001). Entretanto, os frutos de Opuntia spp. possuem
uma alta quantidade de acucares, glicose e frutose, que servem como fonte imediata
de energia, além de possuirem menos compostos agressivos que os cladodios
(SAENZ e SEPULVEDA, 1990; FEUGANG et al., 2006; CARREIRA et al., 2014).
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Varios séo os fatores ambientais que podem influenciar a estrutura das asas,
entre eles estd a dieta, a qual é baseada no hospedeiro utilizado pelas moscas. As
propriedades fisicas e quimicas de diferentes hospedeiros como 0s cactos podem
influenciar as caracteristicas de historia de vida, tais como vulnerabilidade a
doencas, fertilidade, reproducéo, longevidade e resisténcia a estresse (RION e
KAWECKI, 2007; LEE et al., 2008), além de afetar o padréo transcricional (MATZKIN
et al., 2006; MATZKIN, 2012; MATZKIN e MARKOW, 2013), caracteristicas
fisiol6égicas e o metabolismo (MARKOW et al., 1999; KAUN et al., 2008; REED et al.,
2010; MATZKIN et al., 2011, 2013).

A asa de Drosophila € uma estrutura que possui alta plasticidade fenotipica, e
também é alvo de diferentes variacbes, tais como genéticas, fenotipicas,
assimétricas e evolutivas (MONTEIRO & REIS, 1999; SOTO et al., 2008a;
KLINGENBERG, 2014). Esta estrutura possui veias que possibilitam analises
morfométricas a partir dos varios marcos anatémicos, além do seu desenvolvimento
ja ser bem compreendido em Drosophila (STARK et al., 1999; KLINGENERG e
ZAKLAN, 2000; MORAES et al.,, 2004). A morfometria € o estudo estatistico da
covariancia relacionando as mudancas e variagdes no tamanho e na forma de uma
estrutura ou organismo, com os fatores causais (BOOKSTEIN, 1991a; MONTEIRO e
REIS, 1999). A morfometria pode ser dividida em tradicional e geométrica. A
morfometria tradicional aborda o estudo da covariancia das medidas das distancias
lineares, entre pontos anatomicamente homdélogos, que em geral sdo distancias,
areas ou angulos da estrutura estudada (ROHLF e MARCUS, 1993). Por outro lado,
a morfometria geométrica trabalha com a reconstrucdo da forma e, a visualizacéo
das variacdes da forma € o nucleo central desta técnica (KILNGENBERG, 2013).

A forma na sua definicdo geométrica é a base da morfometria, definicdo esta
que inclui todas as caracteristicas geométricas de um objeto, todas as propriedades
de uma configuracéo de pontos que néo se alteram por efeitos de tamanho, posicao
e orientacdao (BOOKSTEIN, 1989; DRYDEN e MARDIA, 1998). A visualizacdo
continua das mudancas da forma é uma ferramenta importante para a compreensao
de variacdo morfolégica, a partir disto a morfometria geométrica é utilizada para
responder cada vez mais questbes sobre a evolucdo e desenvolvimento dos
organismos (KLINGENBERG, 2010; ADAMS, 2013). Dentre o0s estudos
morfométricos de forma realizados, os temas mais abordados s&o: diferenciagéo e
caracterizacdo de especies (HOULE et al., 2003; VILLEMANT et al.,, 2007,
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HATADANI e KLACZKO, 2008; LUDOSKI et al., 2008), o padrédo de simetria e 0
efeito de fatores ambientais sobre a estrutura das asas com relagéo a sua forma e
tamanho (COSTA et al., 2015; SOTO et al., 2008b, 2008c, 2010), e a identificacédo
de disturbios locais que podem romper a homogeneidade do desenvolvimento
(MOLLER e SWADDLE, 1997; HOSKEN et al., 2000; KARK, 2001).

A compreensao dos aspectos adaptativos da evolugcdo do desenvolvimento
deve levar em consideracdo as relacbes com as caracteristicas morfolégicas e as
funcdes resultantes, pois € neste nivel que o valor adaptativo dos organismos é
influenciada (KLINGENBERG, 2002). A partir disto, a hipotese deste trabalho é que
os individuos de D. m. sonorensis tratados nas diferentes dietas sofram alteracfes
morfométricas das asas, em decorréncia dos diferentes compostos quimicos e
nutricionais presentes nos dois tratamentos semi-naturais. Tornando-se necessario
quantificar as possiveis alteracfes morfoldgicas oriundas da troca de hospedeiro,
para identificar possiveis alteracdes na dinamica e diferenciacdo populacional
decorrentes de agentes estressores, o que pode ser realizado através de estudos
pautados na estrutura da asa, utilizada como marcador morfolégico (AVISE, 2000).
Por conta disto, o objetivo deste trabalho é qualificar e quantificar, por meio da
morfometria geométrica, possiveis alteracbes morfolégicas nas asas de D. m.
sonorensis, resultantes da mudanca na qualidade alimentar, resultante da variacédo
entre o hospedeiro primario usual (S. thurberi) e o hospedeiro secundario sazonal
(Opuntia spp.), as quais podem levar a variacdes nos padrdes evolutivos, ecoldgicos

e fisiol6gicos desta subespécie.
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11. METODOLOGIA

11.1. Preparo das amostras e obtengcdo dos dados morfométricos

Para as analises morfométricas da forma das asas, foi utilizado um total de
570 machos de D. m. sonorensis das populacdes de Las Bocas, Nogales e Obregon,
compondo seis grupos de tratamento: Las Bocas — cladddio; Las Bocas — tuna;
Nogales — cladddio; Nogales — tuna; Obregon — cladddio; Obregon — tuna. A asa
direita de cada individuo de acordo com o grupo de tratamento foi removida,
submersa em alcool 70% e montada em lamina sobreposta com laminula. Em
seguida as imagens das asas foram capturadas por meio de uma camera 5 MP
acoplada a um microscoépio 6ptico (Stemi 2000 C, Zeiss) em aumento de 40X, com o
auxilio do programa ZEN blue edition v.1.0.1.0 (Carl Zeiss Microscopy GMBH, 2011).
Foi criado para cada grupo de imagens um arquivo base no programa tps Utility
v.1.61 (ROHLF, 2013), a fim de ser utilizado na obtengdo dos marcos anatdomicos e
das marcacoes.

Foram inseridos doze marcos anatdbmicos do tipo | nas imagens da regiao
dorsal de cada asa (Figura 7). Estes marcos caracterizam-se por serem pontos no
espaco onde trés estruturas se encontram, como interseccdes de veias, ou, onde a
veia encontra a margem da asa (BOOKSTEIN, 1991b; HOFFMANN e SHIRRIFFS,
2002). A ordem de introducdo dos marcos foi a mesma para todas as asas, caso
contrario, poderiam ocorrer problemas com o estabelecimento da homologia
espacial das estruturas e suas coordenadas (Figura 7). Isto porque, cada marco
anatdbmico é definido por uma coordenada xy, a qual € formada por um valor X
(abscissa) e um valor y (ordenada) no plano cartesiano (MONTEIRO e REIS, 1999).
Neste caso, foram obtidas doze coordenadas xy para cada asa.

Em cada grupo de imagens foram realizadas pela mesma pessoa, duas
repeticbes de marcagdo em dois dias diferentes, a fim de reduzir erros causados
pela insercdo manual dos marcos (ARNQVIST e MARTENSSON, 1998). Este
processo foi realizado com o programa tpsDig2 v.2.19 (ROHLF, 2015).
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Anterior

Posterior

0,5 mm

Figura 7. Vista dorsal da asa direita de Drosophila mojavensis sonorensis com a posi¢cdo dos 12
marcos anatdémicos do tipo I.

11.2. Anéalises morfométricas e estatisticas

Foi realizada a Superposicao dos Quadrados Minimos de Procrustes (GPA),
alinhando as configuracdes individuais (BOOKSTEIN, 1996; DRYDEN e MARDIA,
1998). Este método transforma uma configuracdo de marcos, superpondo-a sobre
uma configuracao de referéncia, de modo que a soma dos quadrados das distancias
entre os pontos correspondentes em ambas as configuracdes seja a menor possivel
(MONTEIRO e REIS, 1999). Para que se possa realizar a sobreposi¢cao é necessario
transladar, proporcionalizar e rotacionar as coordenadas, retirando o efeito de
tamanho, sentido e posicdo. Os dados extraidos da GPA foram utilizados nas
analises posteriores do MorphoJ e exportados para as analises realizadas no
programa R.

Para testar a variacdo nas dietas e populacdes, fez-se primeiramente uma
Andlise dos Componentes Principais (PCA), a qual extraiu os componentes
principais dos dados alinhados de Procrustes, a partir de uma matriz de correlagdo
das coordenadas de Procrustes, utilizando o programa MorphoJ 1.06d
(KLINGENBERG, 2014). Em seguida, os dados do PCA foram utilizados em uma
Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA) foi empregada utilizando o programa R
3.3.0 (R Development core Team, 2016), com o objetivo de testar se as variacbes

nas dietas e populacdes afetam a forma. A MANOVA é uma extensao logica da
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ANOVA, que compara médias utilizando diversas variaveis, estruturadas em uma
matriz especifica para esta analise (NEFF e MARCUS, 1980; FRENCH et al., 2010).
Com isso, foi utilizado o valor de Pillai’'s Trace para avaliar as diferengas
multivariadas da forma entre as dietas, e entre as populacdes. Este teste foi utilizado
por ser o mais robusto, sendo que quanto menor o seu valor, mais significativo serao
os resultados (PAZ e NEIVA, 2014).

Foi realizada a Analise das Variaveis Canonicas (CVA) utilizando o programa
MorphoJ 1.06d (KLINGENBERG, 2014), com o objetivo de comparar 0s seis grupos
de tratamentos, formados pelas populagbes e dietas. A CVA verifica a posi¢cao dos
grupos no espaco multivariado decorrente das varidveis canénicas e principalmente
localiza e descreve as deformacfes das asas. Segundo Khattree e Naik (2000) a
CVA reduz a dimensionalidade dos dados, semelhante aos componentes principais
e correlagbes candnicas, utilizando amostras com observacdes repetidas. Esta
andlise procura, com base em um grande numero de caracteristicas originais
correlacionadas, obter combinacdes lineares dessas caracteristicas denominadas
variaveis canobnicas de tal forma que a correlacdo entre essas variaveis seja nula.
Com os dados obtidos da CVA foi testada a distancia de Mahalanobis a partir de um
teste de permutagdo, verificando a distancia entre os grupos de tratamentos
utilizados na CVA. A distancia de Mahalanobis reflete diretamente o grau de
separacao entre os grupos, medindo as diferencas entre os grupos em relacdo a
variacdo dentro dos grupos no espaco multivariado, a qual independe do sentido da
variacao interna (KLINGENBERG e MONTEIRO, 2005).

Também foi feita uma Analise Discriminante para cada populacéo utilizando o
programa MorphoJ 1.06d (KLINGENBERG, 2014), a qual separou os grupos das
dietas semi-naturais de cladodio e tuna fazendo previsdes futuras para qual grupo as
variaveis iriam pertencer. A Andlise Discriminante identifica as variaveis que
discriminam os grupos e, assim, elabora previsbes a respeito de uma nova
observacéo, identificando o grupo mais adequado a que ela devera pertencer, em
funcd@o de suas caracteristicas. Para alcancar esse objetivo, a andlise gera funcdes
discriminantes (combinacdes lineares das variaveis) que ampliam a discriminacéo
dos grupos descritos pelas variaveis dependentes (FAVERO et al., 2009). Por fim,
realizou-se a andlise de tamanho das asas, a qual utilizou uma matriz de tamanho
obtida dos dados do tamanho do centréide extraidos do programa MorphoJ 1.06d

(KLINGENBERG, 2014). Esta matriz de dados foi entédo utilizada para comparar as
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médias de tamanho dos grupos de tratamento com a analise de ANOVA com auxilio
do programa Statistica 8.0 (STATSOFT, Inc.).
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12. RESULTADOS

A Anadlise dos Componentes Principais (PCA) baseada em uma matriz de
correlacdo das coordenadas de procrustes forneceu 20 componentes principais, dos
quais 13 explicaram 95,86% da variacao total e por conta disso foram incluidos na
Andlise de Variancia Multivariada (MANOVA) (Tabela 9). A MANOVA realizada com
os PC’s demonstrou que o fator dieta influencia na forma das asas das moscas de
Drosophila mojavensis sonorensis (Pillai’s trace= 0,2072; p<0,001). Da mesma
forma, o fator populagao influenciou significativamente a forma das asas das moscas
(Pillai’s trace= 1,7847; p<0,001).

Tabela 9. Andlise de forma da asa de Drosophila mojavensis sonorensis-
porcentagem da variacdo da forma explicada pelos Componentes Principais (PCs).

Proporcéo da

Autovalores variancia Acumulativo (%)
explicada (%)

PC1 0,00012246 21,44 21,44
PC 2 0,00008886 15,55 37,00
PC 3 0,00008619 15,09 52,09
PC 4 0,00005911 10,35 62,44
PC5 0,00004448 7,78 70,23
PC 6 0,00003905 6,83 77,06
PC7 0,00003262 571 82,77
PC 8 0,00001757 3,07 85,85
PC9 0,00001524 2,66 88,52
PC 10 0,00001297 2,27 90,79
PC 11 0,00001169 2,04 92,84
PC 12 0,00001033 1,81 94,65
PC 13 0,00000693 1,21 95,86

A Analise das Variaveis Canbnicas (CVA) resumiu as variaveis em cinco
eixos, sendo que, destes, os dois primeiros explicaram 97,62% da variancia total
entre os grupos. Esta analise mostrou que existe diferenca entre todos os grupos, no
entanto a diferenca entre as populacdes € muito maior que a diferenca entre as

dietas. O primeiro eixo candnico (CV1) explicou 67,09% da variancia total dos
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dados, e esté relacionado principalmente com a distincdo entre as populacfes de
Nogales e Obregon da populacdo de Las Bocas. Nogales e Obregon, que se
apresentaram na porcédo positiva da CV1, possuem a asa mais distendida na porcao
apical e uma retracdo na porcdo basal. Ja Las Bocas posicionou-se na porcao
negativa da CV1, apresentando a asa mais comprimida na regido postero-apical. O
segundo eixo candnico (CV2) explicou 30,52% da variacao total dos dados, o qual
separa a populacdo de Nogales da populacdo de Obregon. Nogales, que se
apresentou na por¢ao positiva da CV2, e apresentou uma expansao no eixo antero-
posterior. Ja para Obregon, que se encontra na por¢ao negativa da CV2, ocorreu
uma compressao no eixo anteroposterior da asa. A populacdo de Nogales
apresentou a menor variacao entre as duas dietas, ja que os niveis de diferenciacéo

entre as dietas para Las Bocas e Obregon foram semelhantes (Figura 8).
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Variavel Candnica 2 (30,52%)

-3 0 3 6 9

Variavel Canénica 1 (67,09%)

Figura 8. Distribuicao dos seis grupos de tratamento de Drosophila mojavensis sonorensis no espaco
das Variaveis Canénicas. Entre parénteses estdo representadas as porcentagens da variancia na
forma. Os diagramas das asas representados em cada eixo expressam a variacdo da forma para os
extremos positivos e negativos da varidvel canbnica 1 e 2. As linhas escuras dos diagramas

representam as deformacgdes nas asas, e as linhas claras a média das deformacdes da configuragao
consenso.
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A distancia de Mahalanobis utilizando os dados da Analise das Variaveis
Canonicas, permitiu verificar que 0s grupos mais proximos morfologicamente sao os
das dietas dentro de uma mesma populacédo: Cladodio e tuna de Las Bocas (1,806;
p<0,001); cladddio e tuna de Nogales (1,307; p<0,001); cladddio e tuna de Obregon
(1,592; p<0,001). Este resultado reforca a ideia de que a diferenca entre as dietas é
muito inferior do que a diferenca entre as populagdes, aproximando assim 0s grupos

de tratamento dentro de cada populacéo correspondente (Tabela 10).

Tabela 10. Distancia de Mahalanobis entre os seis grupos de tratamento, obtidas a
partir do teste de permutacdo. Dietas: Cladddio (C); Tuna (T). Populactes: Las
Bocas (B); Nogales (N); Obregon (O). Valores em negrito representam as menores
distancias entre os agrupamentos.

Distancia de Mahalanobis

AGRUPAMENTOS C-B C-N Cc-0 T-B T-N
C-N 8,068*
Cc-0 8,864* 6,690*
T-B 1,806* 8,754* 9,231*
T-N 7,738* 1,307* 6,744* 8,354*
T-0 8,399* 6,178* 1,592* 8,641* 6,152*

*p<0,001

A Analise de Funcao Discriminante analisou e classificou os grupos das duas
dietas semi-naturais (cladddio e tuna) para cada populagéo, ja que cada gréafico
representa a média de um grupo em relagdo ao outro. Assim, o grupo de tratamento
de Las Bocas da dieta de tuna teve uma classificacdo correta de 85% dos
individuos, apresentando assim uma asa mais retraida na regido postero-apical.
Enquanto que, o grupo de Las Bocas de cladddio teve uma classificacdo correta de
83%, exibindo uma asa mais distendida na regido pOstero-apical. As maiores
variagdes morfométricas foram evidenciadas nos marcos anatomicos 4, 5, 6 e 7. Na
populacdo de Nogales, 73,65% dos individuos da dieta de tuna foram classificados
corretamente, enquanto que 70,5% foram classificados corretamente na dieta de
cladédio. As maiores variagbes morfométricas nas asas dos individuos foram
evidenciadas nos marcos anatdmicos 2, 3 e 4, com a dieta de tuna apresentando

uma expansao nha regido antero-apical, e os individuos de cladédio com uma
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retracdo desta regido. Por fim, na populacdo de Obregon, foram classificados
corretamente 71,35% do grupo de cladodio, e 68,3% do grupo de tuna. O grupo de
cladodio apresentando uma retracdo na regido anterior da asa, e um alongamento
no eixo apical-basal, enquanto que o grupo de tuna mostrou uma distensdo na
regido anterior e apical, com uma retracdo na porcao posterior. De uma maneira
geral, houve uma grande variagdo morfométrica em todos os marcos anatdémicos,

exceto para o marco 10 (Figura 9).

i Cladodio
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Figura 9. Andlise Discriminante da forma das asas entre as dietas de clad6dio e tuna na populacéo
de Las Bocas, Nogales e Obregon. A direita da imagem, os diagramas derivados da Analise
Discriminante referente a cada populacdo. As linhas escuras dos diagramas representam as
deformagdes nas asas dos machos de tuna, e as linhas claras dos machos de cladddio. Deformacdes
ampliadas 20 vezes.

Obrégon
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A comparacdo da média do tamanho das asas dos grupos dos tratamentos
revelou que, moscas tratadas com tunas apresentaram asas maiores que daquelas
tratadas com cladddio em todos os casos. A maior diferenga foi encontrada entre
cladodio e tuna na populacdo de Las Bocas, além do grupo de tratamento de tuna
desta populacdo ter apresentado a asa maior que todos os demais grupos de
tratamento. Por outro lado, as populacdes de Nogales e Obregon apresentaram
respostas semelhantes a variacdo dietética. Com relacdo a diferenca de tamanho
das asas entre as populacdes, Nogales apresentou as menores asas, ficando
Obregon na posicdo intermediaria e Las Bocas mostrando asas maiores que as
demais populactes (Tabela 11, Figura 10).

Tabela 11. ANOVA da plasticidade fenotipica do tamanho da asa direita das
populacdes de Drosophila mojavensis sonorensis, submetidas as dietas de
cladddios e tunas.

GL SQ QM F
Populagéo (P) 2 6,1476 3,07378 171,29%**
Dieta (D) 1 1,1543 1,15434 64,32%**
PxD 2 4,3891 2,19454 122,29***
Residuo 1134 20,3489 0,01794

*p<0,001

Tamanho da asa (pixels)
1700 1800 1800 2000 2100 2200 2300 2400

| | | | | |
Las Bocas MNogales Obregon

Populagao

Figura 10. Plasticidade fenotipica do tamanho da asa direita em pixels (média +/- desvio padréo) das
populacdes de Drosophila mojavensis sonorensis, submetidas as dietas de cladddios (linhas cinzas) e
tunas (linhas vermelhas).
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13. DISCUSSAO

As andlises da variacdo morfométrica das asas de Drosophila mojavensis
sonorensis revelaram que a conformacado alar apresenta diferencas evidentes entre
as populacbes na forma principalmente com relacdo aos marcos anatomicos da
regido apical. A forma e o tamanho variaram em propor¢cdes diferentes,
evidenciando o fato de que estes dois fatores sdo independentes e sofrem pressdes
seletivas diferentes (HOFFMANN e SHIRRIFFS, 2002). As diferencas morfologicas
entre as populacdes, as menores distancias de Mahalanobis entre as dietas dentro
de uma mesma populacdo, bem como a distribuicdo observada pela CVA, indicam
que ha diferencas genéticas entre Las Bocas, Nogales e Obregon. Isto porque, 0
fator populacional se mostrou mais forte que o fator dieta ao agrupar os individuos
em suas respectivas populacées no espaco multivariado. Carreira et al. (2006)
comparando duas espécies irmas que tem nichos sobrepostos, D. buzzatii e D.
koepferae, e testando a utilizacdo de dois cactos hospedeiros, Opuntia sulphurea e
Trichocereus terschekii, também observaram diferencas entre as linhagens de uma
mesma espécie. Estas diferencas foram consideradas genéticas, e a interacédo
destas com os componentes ambientais foram responsaveis pela variagdo obtida
nas asas de ambas as espécies.

Além da variacdo genética evidenciada entre as populacdes de D. m.
sonorensis, a qual afetou diretamente a forma e tamanho das asas, os fenétipos
também responderam de maneira distinta a dieta. Isto sugere que o agente
estressor analisado, a dieta, ndo exerce pressao seletiva de forma homogénea
nestes organismos. A partir disso, nossas analises também demonstram que as
populacdes de Nogales e Obregon apresentam respostas mais semelhantes a
plasticidade fenotipica da forma e do tamanho, apesar de ndo serem as mais
proximas geograficamente. Esta semelhanca na resposta a variacdo dietética
causou consequentemente uma proximidade morfolégica entre as duas populagdes.

PressoOes seletivas distintas podem advir de formas distintas de exploracao do
ambiente dependendo dos diferentes organismos, o que pode afetar a morfologia de
uma estrutura (FITZ PATRICK, 1985). O fato de regifes distintas da asa estarem
sendo afetadas pela dieta, ndo possibilitou a associacdo com questbes de

modularidade. Por muito tempo acreditou-se que a asa da mosca poderia ser
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dividida em unidades, anterior e posterior, as quais estariam sofrendo pressdes
seletivas diferentes (CAVICCHI et al., 1991; PEZZOLI et al., 1997; SOTO et al.,
2008b). Considerava-se que havia integracado do desenvolvimento desta estrutura, o
gue poderia afetar outros fatores da asa (PALMER e STROBECK, 1986; PALMER,
1994; MARKOW, 1995). Porém, a auséncia de relativa independéncia entre os
moédulos e a escassez de correlagdo dentro dos modulos indicou que ndo ha
modularidade nas asas destes organismos (KLINGENBERG e ZAKLAN, 2000;
KLINGENBERG, 2008, 2009, 2010).

O nivel de concentracdo de alcaloides foi relatado como fator causador de
estresse em Drosophila, determinando inclusive a escolha de um cacto hospedeiro
(SOTO et al., 2014). Também foi observado que ha uma reducdo do tamanho das
moscas proporcionalmente ao aumento da concentracdo de alcaloides, composto
este que é principalmente encontrado nos cladddios (CORIO et al.,, 2013). Os
cladédios sao diferentes biologicamente das tunas no que se refere a composicao
quimica e leveduras associadas a decomposicdo (FOGLEMAN e ABRIL, 1990).
Feugang et al. (2006) afirma que a elevada concentracdo de acucares em tuna
serve como fonte imediata de energia aos animais. Porém, o fato dos cactos
colunares serem mais complexos (FOGLEMAN e ABRIL, 1990) pode favorecer D. m.
sonorensis, pois assim ha uma menor competitividade de nicho.

Hasson et al. (2009) afirma que, no que diz respeito ao valor adaptativo das
moscas, tem sido verificado que ele é afetado pelo cacto hospedeiro, e que
comumente o hospedeiro primario é mais favoravel ao desenvolvimento das larvas.
Na maioria das vezes a sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento e a morfologia da
asa sao afetados negativamente pelo cacto hospedeiro secundario. Isto porque, as
plantas possuem varios mecanismos de defesa quimica contra os insetos, que
podem afetar o desenvolvimento destes organismos (SCHOONHOVEN et al., 2005).
O formato da asa muitas vezes muda em resposta ao estresse (HOFFMANN et al.,
2005). No entanto, Soto et al. (2008b), em um estudo com Drosophila buzzatii e
Drosophila koepferae, ndo detectou variagdo significativa na forma da asa quando
as espécies foram submetidas a um segundo cacto hospedeiro, apesar dos
diferentes compostos quimicos. Da mesma forma, Carreira et al. (2006) verificou que
apenas o tamanho da asa foi afetado com a troca de hospedeiro nestas mesmas

espécies.
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Por outro lado, Jones (1998), estudando as bases genéticas de Drosophila
sechellia, a qual utiliza os frutos de Morinda citrifolia, evidenciou que a utilizacdo de
um hospedeiro com alta toxidade estava causando isolamento da espécie em
relacdo a sua espécie irmd, Drosophila simulans, a qual ndo possui resisténcia a
este hospedeiro. Em outro trabalho, Jones (2004) verificou que a planta hospedeira
pode interferir na producdo de ovos em D. sechellia. O fato da espécie ser
especialista faz com que haja uma diminuicdo na producdo de ovos, relacionado
com um efeito pleiotrépico negativo das mudancas genéticas, 0 que nao ocorre com
D. simulans, a qual é generalista. Da mesma forma, Tao et al. (2014) estudando
borboletas monarcas (Danaus plexippus) verificou que o fator dieta foi capaz de
afetar a forma das asas por conta da variacao na toxidade dos compostos presentes
nos diferentes tratamentos. Estes resultados corroboram os encontrados em nosso
trabalho, no qual o efeito dieta foi estressante o bastante para afetar a forma e o
tamanho das asas.

A utilizacdo de diferentes hospedeiros em Drosophila ja foi relacionada com
mudancas morfoldgicas, incluindo variacao nas asas (CARREIRA et al., 2006; SOTO
et al., 2008b; 2008c; 2010; HASSON et al.,, 2009), e também com outras
caracteristicas, tais como viabilidade (CORIO et al., 2013), producdo de ovos
(JONES, 2004), tempo de desenvolvimento (FANARA et al., 2004), oviposicao
(FANARA e HASSON, 2001; SOTO et al., 2012), e atividade enzimética (MATZKIN,
2005). Com isso, nossos resultados reforcam a ideia proposta por varios autores de
que a forma das asas € um bom indicador de estresse ambiental, ja que a variacdo
entre os individuos é mais facil de ser detectada e visualizada do que variacdes
individuais (KLINGENBERG et al., 2001; HOFFMANN e SHIRRIFFS, 2002;
HOFFMANN et al., 2002; HOFFMANN et al., 2005). Estas variacdes morfolégicas
entre os individuos de D. m. sonorensis podem causar modificacdes nas interacdes
ecologicas, no sucesso reprodutivo e na habilidade de voo das moscas, como as ja
observadas em outros insetos (RION e KAWECKI, 2007; LEE et al., 2008; TAO et
al., 2014).
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14. CONSIDERACOES FINAIS

Nosso trabalho sugere que, populacdes com respostas analogas as dietas
podem gerar proximidade morfolégica quando analisadas. Apesar disto, a variacao
ndo € homogénea, o que indica que a dieta ndo afeta igualmente as trés
populacdes. Isto provavelmente se deve ao fato dos organismos possuirem suas
particularidades ao explorar o mesmo tipo de ambiente, no caso, as dietas de tuna e
cladodio. As populacbes também sdo diferentes geneticamente, e sdo essas
diferencas aliadas aos componentes ambientais que influenciam a variacdo da
morfologia das asas de Drosophila mojavensis sonorensis.

Os cladddios e as tunas sao diferentes em varios tracos biologicos e
quimicos, interferindo diretamente no grau de estresse causado por estes
hospedeiros as moscas que se utilizam deles. O grau de estresse é determinante na
escolha do melhor hospedeiro, e supbe-se que explorar hospedeiros distintos exija
uma maior complexidade dos individuos para tolerar a variacdo encontrada entre 0s
cactos. Em resumo, a capacidade de D. m. sonorensis explorar tanto o cladédio de
Stenocereus thurberi, seu hospedeiro primario, quanto a tuna, fruto do cacto do
género Opuntia, seu hospedeiro secundario ou sazonal, pode beneficiar os
individuos no que diz respeito a um aumento de fontes alimentares, sitio de
reproducdo e desenvolvimento, o que pode favorecer a reducdo da competitividade
intra e interespecifica por nicho.

Por fim, o trabalho atual sugere que futuras analises sejam realizadas para
averiguar se as alteracbes morfologicas observadas nas asas podem influenciar
outros tracos dos organismos, como a capacidade de voo e dispersao, o sucesso
reprodutivo e as interacées que estejam relacionadas com processos evolutivos,

sazonalidade alimentar e troca de hospedeiro.



Capitulo Il — Plasticidade fenotipica dos edeagos de Drosophila
mojavensis sonorensis (Diptera: Drosophilidae): hospedeiro
principal versus sazonal
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15. INTRODUCAO

O grupo repleta é um dos mais bem estudados do género Drosophila por ser
um dos poucos grupos que € especialista, com capacidade de utilizar tecidos de
cactos em decomposicdo como hospedeiro primério, participando assim do sistema
cacto — levedura - Drosophila (BARKER e STARMER, 1982; PEREIRA et al., 1983;
BARKER et al., 1990; POWELL, 1997; ETGES e JACKSON, 2001; OLIVEIRA et al.,
2012). As espécies deste grupo sao intimamente relacionadas. Porém, ha grande
diferenca com relacdo a genitélia, a qual serve como carater diagnéstico (VILELA,
1983), principalmente para espécies cripticas.

Drosophila mojavensis se encontra dentro do complexo mojavensis
(WASSERMAN 1982, 1992; RUIZ et al., 1990; SANCHEZ-FLORES et al., 2016),
juntamente com D. navojoa e D. arizonae. Esta espécie possui quatro subespécies
que se diferenciam geogréfica, filogenética e ecologicamente: D. m. baja, D. m.
mojavensis, D. m. wrigleyi e D. m. sonorensis (REED et al., 2006; MACHADO et al,
2007; PFEILER et al., 2009). Estas subespécies se alimentam, ovipositam e suas
larvas se desenvolvem em tecidos em decomposicao de pelo menos quatro tipos de
cactos: Stenocereus gummosus (“pitaya agria”), Ferocactus cylindraceus (“barrel
cactus”), espécies do género Opuntia (“prickly-pear”), incluindo O. littoralis, e
Stenocereus thurberi (“organ pipe”), respectivamente (FELLOWS e HEED, 1972;
HEED, 1978; HEED, 1982; RUIZ et al., 1990; PFEILER et al., 2009). A subespécie
D. m. sonorensis ocorre no estado de Sonora e Sinaloa, México, até o sul do
Arizona, EUA, e como descrito acima, usualmente utiliza o cladédio do cacto colunar
Stenocereus thurberi (“Organ Pipe”) (PFEILER et al., 2009). No entanto,
recentemente foi observado que estas moscas estavam utilizando como hospedeiro
secundario os frutos (tunas) de cactos do género Opuntia, que sdo sazonais.

Os dois hospedeiros utilizados por D. m. sonorensis, cladédio do cacto
colunar e tunas, se diferenciam com relacdo a composicdo quimica, distribuicdo
espacial e o intervalo de tempo em que os tecidos em decomposi¢cdo sao adequados
para a exploracdo, o0 que pode representar desafios aos adultos e ao
desenvolvimento larval (FANARA et al.,, 1999). Os cladddios dos cactos de
Stenocereus e Opuntia possuem grandes quantidades de complexos quimicos,
como os acidos graxos, glicosideos, triterpenos e dibis de ester6is (FOGLEMAN e
DANIELSON, 2001). Entretanto, os frutos de Opuntia possuem uma alta quantidade
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de acgucares, glicose e frutose, que servem como fonte imediata de energia, além de
possuirem menos compostos agressivos que os cladédios (SAENZ e SEPULVEDA,
1990; FEUGANG et al., 2006; CARREIRA et al., 2014).

A troca de hospedeiro faz com que o organismo dos insetos necessite se
ajustar ao novo ambiente, o qual possui caracteristicas diferentes das encontradas
habitualmente (SOTO et al., 2010). Esta troca pode influenciar a vulnerabilidade a
doencas, a qual pode aumentar em hospedeiros com mais gordura e diminuir em
hospedeiros mais proteicos (REED et al.,, 2010; LEE et al., 2008), o padrdo
transcripcional, onde cada hospedeiro modifica a expressdo de genes ligados a
adaptacdo (MATZKIN, 2012; MATZKIN e MARKOW, 2013), a viabilidade larval que
pode ser reduzida no hospedeiro alternativo (MATZKIN, 2012), o desenvolvimento e
metabolismo, os quais reduziram-se diante de altas taxas de aclcares em relacdo a
proteina, chegando a aumentar a taxa de mortalidade (MATZKIN et al., 2011), e a
resisténcia ao estresse, que aumenta em alguns casos diante da restricdo alimentar
(RION e KAWECKI, 2007). Por isso, caracteristicas morfolégicas tém sido utilizadas
em estudos evolutivos e ecoldgicos (FRANCO et al., 2006).

O fato da genitalia dos artrépodes evoluir rapidamente acaba tornando-a um
marcador morfolégico especifico (ARNQVIST, 1997). A genitalia masculina das
espécies do género Drosophila tende a apresentar evolucédo rapida e divergente,
sendo fundamental conectar os processos de variacdo intraespecifica com a
diversificacao interespecifica para compreender os mecanismos evolutivos desta
estrutura (ANDRADE et al., 2005). Estes mecanismos fornecem informacoes
relacionadas ao processo de especiacdo devido ao papel potencial dessas
estruturas no isolamento reprodutivo, e no alcance da diversidade das
caracteristicas reprodutivas que acabam influenciando a divergéncia populacional
(RICHMOND et al., 2012).

Dentre os 6rgaos que compde a genitalia masculina em Drosophila, o edeago,
gue é o orgao intromitente, € utilizado muitas vezes como caracteristica morfolégica
para identificacdo e caracterizacdo taxon6mica das espécies, principalmente de
espécies cripticas (VILELA, 1983; VILELA e BACHLI, 1990; TIDON-SKLORZ e
SENE, 1995; FRANCO et al., 2006). Alem disso, a morfometria desse 6rgao tem
sido utilizada para apoiar estudos sobre estresse ambiental (ANDRADE et al., 2005;
SOTO et al.,, 2008a), divergéncia morfologica relacionada a divergéncia genética

entre populacdes naturais (FRANCO et al., 2006), e interacdo de acasalamento



62

(RICHMOND, 2014). Isso acaba tornando importante os estudos relacionados ao
edeago, pois a morfologia genital desempenha um grande papel no isolamento
reprodutivo entre grupos proximos (MARKOW, 1991). Além do que, alteracBes na
forma e no tamanho do edeago podem influenciar a dindmica de acasalamento em
véarios niveis (RICHMOND et al., 2012). Por conta disso, muitas hipéteses foram
levantadas no decorrer do tempo para explicar a evolucao rapida e diversificada da
genitalia. Destas, trés se destacam: chave-e-fechadura (DUFOUR, 1844), pleiotropia
(MAYR, 1963), e selecdo sexual (EBERHARD, 1985).

A hipotese chave-e-fechadura propde que as estruturas genitais apresentam
plasticidade limitada por conta de haver um encaixe quase perfeito entre a genitélia
masculina e a genitalia feminina. Por esta razdo, as variacbes genotipicas e
fenotipicas ocorrem em baixos niveis e estdo sob o controle da selecéo
estabilizadora, ocorrendo um desenvolvimento canalizado da genitdlia (ARNQVIST e
THORNHILL, 1998). A hip6tese de pleiotropia defende que praticamente ndo ha
variacdo nas estruturas genitais, visto que ha uma relacdo genética entre estas
estruturas com as demais nao-genitais. O que causaria a evolucdo rapida e
divergente neste caso seria a mudanca nas frequéncias alélicas em loci que
influenciam pleiotropicamente toda a morfologia (MAYR, 1963; ARNQVIST, 1997).
Por fim, segundo a hip6tese de selecao sexual, h4 uma selecdo continua sobre a
estrutura genital masculina, relacionada com a variagcdo no sucesso reprodutivo, que
ocasionaria a variacdo e modificacdo da morfologia do edeago (ARNQVIST, 1997,
EBERHARD et al., 1998; ARNQVIST e ROWE, 2002). Apesar das diversas
suposi¢cées, nenhuma das hipdéteses conseguiu elucidar definitivamente os reais
motivos da evolugéo da genitalia masculina (HOSKEN e STOCKLEY, 2004).

Estudos morfométricos com edeago tem mostrado que, além deste 6rgao ser
influenciado pela sele¢cdo natural e sexual, pode haver interferéncia de fatores
epigenéticos e ambientais na sua expressao fenotipica, como o estresse causado
por variacbes na temperatura e na dieta, indicando que héa plasticidade e
sensibilidade nesta estrutura (ANDRADE et al., 2005). Estas descobertas levaram a
rejeicdo da hipdtese chave-e-fechadura, apesar de nao ter esclarecido as causas da
divergéncia morfolégica entre as populacdes e espécies (ATCHLEY et al., 1992;
ARNQVIST e THORNHILL, 1998).

O edeago de D. m. sonorensis é considerado o mais variavel e por conta

disso com formas que se sobrepdem aos edeagos das demais subespécies,
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indicando que a evolucao do 6rgdo neste grupo € mais complexa e est4 mais sujeita
a fatores evolutivos adicionais (RICHMOND et al., 2012). Sabe-se também que as
plantas hospedeiras exercem um papel importante na variacdo da morfologia do
edeago (SOTO et al., 2008a), e que estudos da variacao intraespecifica deste 6rgéo
e suas consequéncias para a dindmica das espécies sdo escassos (SOTO et
al.,2007).

Com isso, a hipotese deste trabalho € que a variacdo de hospedeiro e sitio de
desenvolvimento das moscas afete também a morfologia do edeago, tanto a forma
quanto o tamanho. Assim, o objetivo do trabalho foi analisar a plasticidade fenotipica
do tamanho e da forma do edeago dos machos de D. m. sonorensis em resposta ao
desenvolvimento desta subespécie em dois substratos diferentes: cladodios de
Stenocereus thurberi, e tunas de Opuntia spp.. Estudar a influéncia da sazonalidade
alimentar na estrutura do edeago pode fornecer importantes informacdes evolutivas,
tais como se esta condi¢cdo estd causando estresse e pode afetar futuramente a

reproducao e dinAmica dos individuos nas populacoées.
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16. MATERIAIS E METODOS

16.1. Preparo dos edeagos e obtencdo dos dados morfométricos

Para as analises morfométricas de tamanho e forma do edeago, foi utilizado
um total de 300 machos de D. m. sonorensis das populacdes de Las Bocas, Nogales
e Obregon, sendo 50 individuos de cada um dos seguintes grupos de tratamento:
Las Bocas — cladddio; Las Bocas — tuna; Nogales — cladddio; Nogales — tuna;
Obregon — cladédio; Obregon — tuna.

A preparagao das laminas permanentes dos edeagos foi realizada de acordo
com a técnica descrita por Wheeler e Kambysselis (1966), modificada por Kaneshiro
(1969). Os dois ultimos tergitos do abddémen, contendo a terminalia masculina
(hipandrium, epandrium e aedeagus) de cada macho, foram removidos com auxilio
de estilete e transferidos para um microtubo com Hidroxido de Potdssio (KOH) a
10% e mantidos em repouso por 48 horas em temperatura ambiente. Em seguida a
peca foi lavada em agua destilada e transferida para outro microtubo, o qual
continha o corante diluido de Gage (fucsina acida e acido cloridrico 10%), sendo
mantida neste corante por 15 dias. Apos o periodo de coloragdo, a peca foi
transferida para uma placa de vidro escavada contendo uma gota de glicerina, a
qual permitiu a dissecacao da termindlia, isolando o edeago dos demais apéndices.

Foi montada uma lamina com duas laminulas fixadas com Béalsamo do
Canada nas suas extremidades, com 24 horas de antecedéncia a sua utilizagao.
Esta estrutura formou uma base de apoio para a movimentacdo do edeago durante
a captura de imagem. Assim, o edeago foi colocado no centro da lamina (no espacgo
entre as duas laminulas fixadas nas extremidades), onde uma gota fresca de
Balsamo do Canadéa foi colocada, e sobre ele foi adicionado uma outra laminula
maior cobrindo todo o espaco. Toques suaves na laminula foram realizados a fim de
posicionar cada edeago em vista lateral na lamina. As imagens foram capturadas
num aumento de 400x (Figura 11), utilizando o microscopio éptico Primo Star da
Zeiss, com camera 5 MP acoplada, e com o auxilio do programa ZEN blue edition
(CARL ZEISS MICROSCOPY GMBH, 2011). Todos os edeagos utilizados neste
trabalho foram depositados no Laboratorio de Genética e Evolucédo da Universidade
Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO).
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Figura 11. Vista lateral do edeago de Drosophila mojavensis sonorensis, mostrando a delimitacdo da
regido distal utilizada para a realizacdo dos contornos e posteriores analises morfométricas. A =
Tronco; B = Cabeca; C = Processo ventral.

16.2. Andlises morfométricas e estatisticas do edeago

O edeago é uma estrutura que ndo possui pontos anatdmicos reais, 0 que
dificulta a marcacgao. Por esta raz&o, a utilizagdo da anélise de contornos fechados é
a mais adequada (ROHLF, 1990). As fotos digitalizadas foram contornadas no
programa Adobe Photoshop CC (2015) para a criagdo de arquivos de contorno em
preto e branco. Foi considerada nas analises a parte distal do edeago (Figura 11), a
qual é a porcao do 6rgao efetivamente envolvida na copula.

A quantificagdo morfologica foi realizada através da Analise de Descritores
Elipticos de Fourier, utilizada no estudo de contornos fechados complexos (KUHL e
GIARDINA, 1982), por meio do programa SHAPE 1.3 (IWATA e UKAI, 2002). Esta
analise descreve o contorno bidimensional fechado de qualquer estrutura atraves de
séries de Fourier, uma soma ponderada de fungdes trigopnométricas (senos e
cossenos) denominadas harmoénicas. A orientagcdo do tamanho e da forma do
contorno foi padronizada de acordo com o tamanho e alinhamento da primeira elipse

da harménica, que corresponde a primeira aproximacdo de Fourier para a
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informagédo do contorno (LESTREL, 2008). Desta forma, a representacdo da
estrutura analisada é baseada somente na forma do contorno.

A partir dos descritores elipticos, uma matriz de variancia-covariancia foi
gerada, na qual foram consideradas 25 harmoénicas, e cada uma gerou quatro
coeficientes por individuo. O numero de harménicas consideradas na andlise define
a precisao da descricdo do contorno (LIU et al., 1996). Assim, foram geradas 100
variaveis de forma, que foram submetidas a Analise de Componentes Principais
(PCA). Os componentes principais reduzem a dimensionalidade das variaveis. Cada
componente principal (PC) foi considerado uma variavel quantitativa de forma, que
foi utilizado como variavel independente nas analises morfométricas. Apenas 0s
componentes principais que explicam mais de 2% da variacdo foram utilizados nos
calculos. Essas variaveis também foram utilizadas como descritores de forma em
andlises subsequentes, e a area do contorno (em pixels) foi utilizada como medida
de tamanho.

Os PC’s extraidos a partir dos dados de forma foram submetidos a analise de
MANOVA para verificar quais fatores influenciaram significativamente a forma dos
edeagos entre as dietas, populacbes e interacdo entre esses fatores. J& para a
analise de tamanho, os valores em pixels para cada individuo foram submetidos ao
teste da ANOVA, para verificar se houve diferenca no tamanho entre as dietas,
populacdes e a interacdo entre os fatores. Estas andlises foram realizadas no
programa R 3.3.0 (R Development core Team, 2016), e Statistica 8.0 (STATSOFT,

Inc.).
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17. RESULTADOS

Foram incluidos na analise de forma todos o0s seis grupos amostrais de
Drosophila mojavensis sonorensis. Cinco componentes principais com valores acima
de 2% de significancia foram utilizados nas andlises, os quais descreveram 93,71%
da variacéo total (Tabela 12). Este numero de PC’s é fornecido pelo pacote Shape.

Tabela 12. Analise de forma do edeago de Drosophila mojavensis sonorensis-
porcentagem da variacdo da forma original explicada pelos Componentes Principais
(PCs).

Proporcéo da

Autovalores variancia Acumulativo (%)
explicada (%)
PC1 1,557730x10° 51,99 51,99
PC 2 6,891854 x10* 23,00 75,00
PC3 3,244748 x10* 10,83 85,83
PC 4 1,524838 x10* 5,09 90,92
PC5 8,347660E x10° 2,78 93,71

Os valores dos PC’s para forma foram empregados em uma analise de
MANOVA, a qual revelou que o fator dieta ndo influencia na forma dos edeagos,
porém entre as populacdes e na interacdo populacdo x dieta as diferencas sao
significativas (Tabela 13). Comparando os dois primeiros PCs (PC1 x PC2), que
juntos explicaram 75% da variancia total da forma, as trés populacdes apresentaram
distribuicdo isolada neste espaco multivariado morfométrico, com as dietas de cada
populacdo localizando-se mais préximas entre si do que com as das demais
populacdes. Para PC1, ndo houve diferenca significativa entre Nogales e Las Bocas,
porem estas duas foram significativamente diferentes de Obregon. Esta diferenca
ocorreu principalmente na forma da porcédo distal do edeago (cabeca) e na largura
do tronco. Para PC2, a diferencga foi significativa entre todas as amostras, ocorrendo

na curvatura do tronco e no tamanho da base do processo ventral (Figura 12).
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Tabela 13. MANOVA a partir dos cinco primeiros Componentes Principais (PCs) de
variancia da forma do edeago de Drosophila mojavensis sonorensis.

Pillai’s trace GL Efeito GL erro F
Populacgao (P) 1,11 10 588 73,61***
Dieta (D) 0,02 5 294 1,26
PxD 1,21 25 1470 18,78 ***
***p<0,001
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Figura 12. Distribuicdo espacial da variagdo morfolégica da forma do edeago para os Componentes
Principais 1 e 2 (PC1 e PC2), com o desvio padrdo de cada média das trés populacfes de Drosophila
mojavensis sonorensis desenvolvidas nas dietas de cladédio e tuna. Circulos = Nogales; Triangulos =
Las Bocas; Quadrados = Obregon. Simbolos cheios = tuna; Simbolos vazios = cladddio. Os
contornos de edeagos representados em cada eixo expressam a variacdo da forma para cada
componente principal em dois desvios padrdo da média.

A variacdo na forma do edeago entre cladodio e tuna foi diferente para cada
populacdo (Figura 12), demonstrando que o efeito da mudanca de dieta ndo é o
mesmo para cada uma delas, e que as diferencas nas respostas podem ser devido
as diferencas genéticas entre as populacdes. A distancia fenotipica entre as dietas
de cladodio e tuna foram principalmente influenciadas pelo PC 2 na populacédo de
Las Bocas, PC 4 na populacdo de Nogales, e PCs 3, 4 e 5 na populagdo de
Obregon (Tabela 12).



69

A visualizac&o da variacao da forma da vista lateral do edeago descrita pelos
cinco PCs foi ilustrada pela reconstrucéo do contorno da média e do desvio padrao.
As linhas que ndo se sobrepuseram na primeira coluna da figura representam a
variacdo do edeago refletida pelo PC correspondente (+ 2 desvios padrdo). Com
isto, foi possivel visualizar as formas com diferenca mais pronunciada entre os
grupos (PC 1, 2 e 4), para as formas menos diferenciadas (PC 3 e 5). A &rea de
maior variagcdo no PC1 esta no comprimento e na largura do processo ventral, e na
largura do tronco. O PC2 apresentou variagdes na largura da cabeca e do tronco,
bem como da porgdo basal do tronco. Por fim, o PC4 apresentou variacoes
semelhantes ao PC2 no que diz respeito a largura da cabeca, além de variacBes na

largura da base do tronco (Figura 13).
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Figura 13. Variacdo da forma do edeago em Drosophila mojavensis sonorensis entre a dieta de
cladédio e tuna descrita pelos cinco primeiros Componentes Principais (PCs) através da reconstrugao
do contorno. Primeira coluna, estdo representadas todas as areas de variacdo do edeago expressas
por linhas sobrepostas. Demais colunas, variagdo dos contornos sem sobreposi¢do. Mean = média; -
2S.D. = menos dois devios padrao; +2S.D. = mais dois devios padrao.
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Utilizando os dados de tamanho do contorno em pixel em uma andlise de
ANOVA, demonstrou haver diferenca entre as populacdes, dietas e a interacéo
populacao x dieta (Tabela 14). De modo geral, os edeagos das moscas submetidas
a dieta de tuna foram maiores que os edeagos daquelas submetidas a dieta de
cladédio. Dentre as populacdes, Las Bocas apresentou um edeago
significativamente menor do que as demais populacdes, Nogales exibiu um edeago
de tamanho intermediario e Obregon apresentou 0 maior edeago. Observou-se que
a resposta do tamanho do edeago para a alteracdo na dieta nestas populacdes foi

semelhante, isto é, ocorreu um aumento do tamanho em todas as populagdes,

porém este aumento nao foi significativo na populacéo de Obregon (Figura 14).

Tabela 14. ANOVA a partir dos cinco primeiros Componentes Principais (PCs) de
variancia do tamanho do edeago de Drosophila mojavensis sonorensis.

GL SQ oM F
Populacéo (P) 2 0,278 0,139 37,94***
Dieta (D) 1 0,110 0,11 26,05***
PxD 5 0,420 0,084 26,06***
Erro 298 1,258 0,004
***p<0,001
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Figura 14. Plasticidade fenotipica do tamanho do edeago (média +/- desvio padrao do ndmero de
pixels da area do contorno do edeago) das populagdes de Drosophila mojavensis sonorensis,
submetidas as dietas de cladddios (linhas cinzas) e tunas (linhas vermelhas).
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18. DISCUSSAO

Nossos resultados sugerem que, a morfologia do edeago de Drosophila
mojavensis sonorensis apresenta variagdo fenotipica, tanto para a forma quanto
para o tamanho, em resposta a sazonalidade de hospedeiro, isto é, a alteracdo de
cladodios de Stenocereus thurberi para os frutos (tunas) de Opuntia. Porém, os
niveis detectados foram diferentes para os dois fatores. De modo geral, o tamanho
foi mais variavel do que a forma, que apresentou valores muito baixos. Segundo
Masly et al. (2011), forma e tamanho podem responder de maneira diferente a
variacbes ambientais, podendo consequentemente evoluir de maneira independente.
A alta variancia fenotipica, verificada aqui para o edeago de D. m. sonorensis, ja foi
observada em outros estudos com Drosophila, e vem servindo de argumento
contrario a hipétese chave-fechadura (ANDRADE et al., 2005; SOTO et al. 2007;
SOTO et al.,, 2008a; RICHMOND, 2014). Por exemplo, Andrade et al. (2005),
analisando a plasticidade fenotipica do edeago de D. mediopunctata em resposta a
variacdo de temperatura, encontrou valores significativos apenas para tamanho,
afirmando que este fator € mais suscetivel as mudancas ambientais. Por outro lado,
Richmond (2014) investigando o papel do tamanho e da forma do edeago nas
interacOes de acasalamento entre as subespécies de D. mojavensis e a espécie irma
D. arizonae, encontrou que o tamanho é o fator principal de influéncia na interacéo
de acoplamento (encaixe dos Orgaos reprodutores) entre machos e fémeas,
cabendo a forma o papel secundario.

Segundo a hipotese de selecdo sexual, ha uma selecdo continua sobre as
estruturas reprodutivas que ocasionaria uma variacdo dentro das populacoes,
refletindo-se nas diferencas populacionais (ARNQVIST e ROWE 2002). Las Bocas,
Nogales e Obregon apresentaram uma discrepancia na morfologia do edeago, bem
como respostas diferentes quando submetidas aos dois tratamentos, sugerindo um
padréo de evolucao genital diferente para cada localidade. Esta variagdo morfologica
intrapopulacional ja foi verificada para D. m. sonorensis anteriormente por Richmond
et al. (2012). Estes autores analisaram as quatro subespécies de D. mojavensis e
constataram que D. m. mojavensis, D. m. wrigleyi e D. m. baja ndo possuem
sobreposicdo com relacdo a forma do edeago, e que a variagcdo dentro dos
agrupamentos é baixa. Ou seja, ndo ha grandes divergéncias da forma dentro de
cada subespécie. Por outro lado, o edeago de D. m. sonorensis apresentou uma
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grande variacao intrapopulacional, ocasionando ampla sobreposi¢cdo em relacdo as
demais subespécies. Os autores sugerem que esta variacdo fenotipica encontrada
em D. m. sonorensis € resultante das pressfes seletivas causadas em decorréncia
de ser a Unica subespécie que vive em simpatria com a espécie irma D. arizonae
(RUIZ e HEED 1988), e do fluxo génico vindo de D. m. baja através do Mar de
Cortez (REED et al., 2006).

As populacdes de Nogales e Las Bocas se encontraram mais proximas no
espaco de distribuicAo da forma para trés dos cinco primeiros Componentes
Principais (PC1, 3 e 5 — Tabela 11), e apresentaram também respostas semelhantes
para variacao do tamanho (Figura 22). Por outro lado, a populacdo de Obregon foi a
gue apresentou mais diferengcas com as outras duas com relacdo a forma (para
quatro dos cinco primeiros PCs - Tabela 11), e os seus individuos criados em
cladodio e tuna ndo apresentaram diferencas significativas. Esta diferenca na
resposta de cada populacdo a variagdo fenotipica pode estar ligada com graus
diferentes de canalizacdo no desenvolvimento da genitalia masculina (SOTO et al.,
2007; SOTO et al., 2008a), com fatores epigenéticos e ambientais (ATCHLEY et al.,
1992), e com um controle poligénico integrado, o qual é alterado durante a
cladogenese e a evolugéo dos grupos (FALCONER, 1989; FRANCO et al., 2006).

A regido do edeago que mais variou entre as dietas, cladédio e tuna, foi a
cabeca (ou porcdo distal), sendo esta a regido de maior importancia no encaixe
reprodutivo e diferenciacdo dos grupos, ja que € a primeira area de contato com o
sistema reprodutor feminino. Muitos estudos corroboram com o encontrado aqui, e
afirmam que esta regido € a de maior variagdo, e por consequéncia, um local de
forte influéncia evolutiva, sendo utilizada para diferenciar espécies ou grupos de
individuos (TIDON-SKLORZ e SENE, 1995; PRADO et al.,, 2004; FRANCO et
al.,2006; SOTO, 2012).

Soto et al. (2007) em um trabalho com D. buzzatii e D. koepferae, moscas
cactofilas da América do Sul, examinaram a morfologia do edeago e a influéncia de
dois cactos hospedeiros diferentes, Opuntia sulphurea e Trichocereus candicans. Os
autores detectaram diferencas significativas no tamanho e na forma dos edeagos,
sendo os valores de forma os responsaveis por diferenciar as espécies e 0s
tratamentos utilizados. A heterogeneidade da forma observada em D. buzzatii e D.
koepferae quando tratadas em duas dietas € justificada pela existéncia de cenarios

que promovem modificacbes diferentes influenciando a evolucdo genital.
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Semelhante a este caso, as diferencas ambientais entre cladddios de S. thurberi e
tunas de Opuntia, também sujeitam 0s organismos a cenarios diferentes, e podem
fazer com existam modificagbes na evolugéo genital para D. m. sonorensis.

Os edeagos das moscas tratadas com tuna foram maiores em duas (Las
Bocas e Nogales) das trés populacdes. Pelo fato de haver um aumento acentuado
da genitdlia quando o macho se desenvolve nos frutos, € possivel que ocorram
problemas futuros de compatibilidade e reconhecimento no acasalamento, ja que se
sabe gque as fémeas tém maior facilidade para reconhecer os machos de seu proéprio
grupo, e o sucesso reprodutivo tende a diminuir com o aumento do érgao reprodutor
masculino, pois ndo se estabelece uma interacdo de acasalamento, ocasionando
mais pseudocépulas (RICHMOND, 2014). Segundo Soto et al. (2007) o tamanho do
edeago ndo € apenas fenotipicamente plastico, mas também possui
heterogeneidade substancial entre as linhagens de Drosophila na sua resposta as

alteracdes ambientais, relacionando a plasticidade a uma base genética.
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19. CONSIDERACOES FINAIS

Desenvolver-se em dietas diferentes afetou a morfologia do edeago de D. m.
sonorensis. Forma e tamanho sao independentes e apresentaram graus diferentes
de variacdo fenotipica. O tamanho foi mais variavel e se caracterizou como o
principal fator na diferenciacdo das populacdes e das dietas. Estas alteragbes
podem influenciar a ecologia, a biologia, a evolucdo e o desempenho destes
organismos em niveis diferentes, principalmente o que estiver relacionado ao
processo reprodutivo.

O fato desta subespécie ser a mais varidvel de seu grupo é reforcado pela
variabilidade morfologica entre as populacdes, que € ocasionado pelas diferencas
em seus conjuntos genéticos e pelo isolamento geogréfico. Verificou-se que, quanto
maior a variagdo no tamanho menor a variagdo na forma entre as dietas
correspondentes a uma populacéo, e vice e versa. Esta variacao se intensificou e foi
mais evidente na regido da cabeca, ou porcéo distal do edeago. Com isto, este local
mais variavel futuramente poderd influenciar a evolucdo do grupo, visto que, é a
regido mais importante para o acoplamento entre macho e fémea no momento da
reproducao das moscas.

Enfim, poucos sdo os estudos direcionados a variagdo morfolégica
intraespecifica do edeago ocasionada por mudancas nos fatores ecoldgicos, e suas
consequéncias para a dindmica das espécies. A partir disso, estudos comparando
grupos proximos sdo necessarios para determinar se as pequenas alteracdes

naturais podem afetar a evolugéo rapida de estruturas complexas como os edeagos.
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20. CONSIDERACOES FINAIS GERAIS

Drosophila mojavensis sonorensis apresentou alteracdes morfologicas das
asas e do edeago, entre as dietas e populacdes distintas. No entanto, as dietas nao
afetaram de forma homogénea a morfologia das trés populacdes, indicando que a
exploracdo dos hospedeiros € especifica para cada uma. Além disso, as populacdes
de D. m. sonorensis sdo geneticamente diferentes, que em conjunto com os fatores
ambientais, pode estar diretamente relacionado com as alteracbes morfoldgicas
encontradas tanto para as asas, quanto para os edeagos.

Ambas as dietas causaram estresse no desenvolvimento, resultando em
assimetria das asas. Porém, o estresse foi causado por fatores quimicos especificos
de cada hospedeiro, os quais afetaram fases diferentes do desenvolvimento das
moscas. Estudos aprofundados a respeito da composicdo quimica dos frutos e
cladodios de cactos diferentes, podem facilitar a deteccdo dos compostos
responsaveis pelas alteracdes morfologicas, e qual a influéncia destas alteracbes
para a biologia dos insetos que se utilizam destes hospedeiros.

Por fim, a alta capacidade de exploracdo de nichos diversificados pode
favorecer D. m. sonorensis, reduzindo assim a competicao intra e interespecifica. As
alteracdes verificadas no trabalho atual indicam também que sdo necessarios mais
estudos correlacionando a variacdo fenotipica de estruturas de insetos de grupos
proximos com a variacdo de hospedeiro, e a influéncia na dindmica de populacgées,

bem como na evolucéo das espécies.
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