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RESUMO

DIAS, Luisa P. B., M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2024. Do sutil
ao notavel: rapidas modificagcoes fenotipicas em Drosophila (Diptera,

Drosophilidae). Orientadora: Karla Suemy Clemente Yotoko.

O processo de domesticagao, essencial para o avan¢co da humanidade, envolve a
manutengao controlada de organismos em ambientes distintos do seu habitat. Charles
Darwin observou que a domesticagao desencadeia modificagdes fenotipicas, tanto
sutis quanto notaveis. Nas ciéncias biologicas, a domesticacdo de drosdfilas foi
fundamental para utiliza-las como modelo de estudos. Este trabalho avaliou 12
linhagens isofémea de Drosophila sturtevanti Duda, 1927 desde a coleta em campo
(GO) até a décima geracao (F1 - F10). O presente estudo registrou modificagdes
notaveis (deformagdes) até F10 e, utilizando morfometria geométrica, identificou
mudancgas sutis em tamanho e forma das asas dos machos entre GO, F1 e F10. O
numero de diferengcas notaveis nao se correlacionou com a intensidade de
modificagdes sutis. O tamanho das asas diminuiu entre F1 e F10, provavelmente pelo
aumento da densidade larval. A forma das asas foi avaliada por meio de seus
componentes principais (PCs), com PC1 apresentando variagdo crescente entre as
geracoes e PC2 mostrando aumento de variacdo de GO para F1 e redugao de F1 para
F10, confirmando o surgimento de modificagdes sutis e evidenciando a acédo da

selecao natural durante o processo.

Palavras-chave: Domesticagao; Morfometria Geométrica; Plasticidade Fenotipica.



ABSTRACT

DIAS, Luisa P. B., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2024. From
subtle to remarkable: rapid phenotypic changes in Drosophila (Diptera,

Drosophilidae). Adviser: Karla Suemy Clemente Yotoko.

The domestication process, essential for the advancement of humanity, involves the
controlled maintenance of organisms in environments distinct from their habitat.
Charles Darwin observed that domestication triggers both subtle and remarkable
phenotypic changes. In the biological sciences, the domestication of Drosophila has
been crucial for using them as a model for studies. This study evaluated 12 isofemale
lines of Drosophila sturtevanti Duda, 1927, from field collection (GO) to the tenth
generation (F1 - F10). The present study recorded notable modifications
(deformations) up to F10 and, by using geometric morphometrics, identified subtle
changes in size and shape of male wings among GO, F1, and F10. The number of
notable differences did not correlate with the intensity of subtle modifications. Wing
size decreased between F1 and F10, probably due to increased larval density. Wing
shape was evaluated through its principal components (PCs), with PC1 showing
increasing variation across generations and PC2 indicating an increase in variation
from GO to F1 and a decrease from F1 to F10, confirming the emergence of subtle

modifications and highlighting the action of natural selection during the process.

Keywords: Domestication; Geometric Morphometrics; Phenotypic plasticity.
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1 INTRODUCAO

Em “A Origem das Espécies”, Darwin (1859) relatou seu encanto por pombos
domesticados que deram a ele a percepgdo de que a domesticacdo gera formas
surpreendentemente distintas das normalmente encontradas em popula¢des naturais
(Darwin, 1868). Na domesticagao, individuos provenientes de populagbes selvagens
sao acondicionados em um ambiente protegido de predadores, com nutrientes em
abundancia e condigbes gerais mais estaveis em comparagdao ao ambiente natural
(Boice, 1973; Simdes et al., 2009).

Por um lado, o novo ambiente pode aumentar a plasticidade fenotipica dos
individuos por relaxar severas pressdes seletivas presentes no ambiente natural,
aumentando a viabilidade de individuos mutantes no sitio de domesticagdo em
comparagao com o campo (Czesak et al., 2006; Garland & Kelly, 2006). Por outro, o
novo ambiente pode ser percebido como uma modificagdo abrupta que pode provocar
alteragdes na regulagdo génica durante o desenvolvimento embrionario, gerando
diferentes fendétipos que aparecem ja na primeira geracdo em confinamento (Christie
et al., 2016; Costa, 2021) num fendmeno conhecido como sindrome de domesticagao
(Wilkins et al., 2014). Em uma analogia, Darwin (1868) sugeriu que mudangas no
ambiente sdo como fagulhas que provocam alteragbes nos individuos. A alteragéo
propriamente dita € como a chama iniciada pela fagulha, cujas propriedades
dependem do combustivel que esta sendo queimado, ou seja, de caracteristicas do
individuo.

O sucesso da domesticacao de espécies de Drosophila foi fundamental para o
seu uso como organismo modelo de estudos na biologia (Kohler, 1993; Roberts,
2006). Em geral, o processo se inicia com o estabelecimento de linhagens (Hales et
al., 2015), que muitas vezes descendem de uma unica fémea (linhagens isofémea).
Diversos pesquisadores utilizam linhagens isofémea mantidas ha décadas em Stock
Centers (David et al., 2005; Mackay & Huang, 2017; Stobdan et al., 2024; Stocker &
Gallant, 2008). Isto se justifica pelo fato de que linhagens recém coletadas estdo em
pleno processo de adaptacdo as condigdes de laboratério, o que poderia afetar
resultados de experimentos (Harshman & Hoffmann, 2000; Schlétterer, 2023). Outros
pesquisadores optam por coletar e manter suas proprias linhagens isofémea que, em
geral, também precisam se adaptar as condicdes de laboratério (Matos et al., 2000;

Moreira et al., em preparacdo; Santos et al., 2010). E importante mencionar que nem



todas as fémeas coletadas geram linhagens isofémea longevas (observagao pessoal),
sugerindo que as condicbes do laboratério também podem impor restricbes a
manutengao de algumas linhagens.

Linhagens mantidas por décadas nos laboratorios devem apresentar um alto
indice de endogamia (David et al., 2005). Ainda assim, € possivel encontrar individuos
com fendtipos alterados apds sucessivas geragbes de acasalamento entre
descendentes de uma mesma fémea (D’Avila et al., 2008). Isto pode estar relacionado
a variabilidade genética de cada linhagem, determinada pelo numero de parceiros
com os quais cada fémea coletada acasalou e pela heterozigozidade apresentada
pelos individuos desta geracao fundadora. Neste caso, as alteragdes seriam resultado
da producao de individuos homozigotos recessivos, mais comuns em ambientes sob
endogamia e que, por estarem em condigdes menos seletivas, sobreviveriam em
laboratorio.

No entanto, fatores ambientais como a temperatura, também podem
desencadear o aparecimento de fendétipos alterados que podem ser confundidos com
mutantes. D’ Avilla et al. (2008) relacionaram o aumento da frequéncia de alteracdes
fenotipicas com o aumento da temperatura de criagdo em uma das linhagens de
Drosophila willistoni Sturtevant, 1916 mantidas no laboratério. Os autores se referiram
a esta linhagem como hipermutavel por ter apresentado mais alteragdes que as outras
da mesma espécie sob as mesmas condigdes. Eles argumentaram que esta linhagem
tem maior capacidade que as outras de alterar o fendtipo, via mecanismos de
regulacado génica ou interferéncia de elementos transponiveis, que acabam gerando
alteragbes fenotipicas ao longo do tempo. Qualquer que seja o motivo da alta
frequéncia de individuos alterados numa linhagem, é evidente que se trata de uma
caracteristica de certas linhagens e nédo da espécie em estudo ou da populagéo
(D’Avilla et al., 2008; Loreto et al., 1998; Sultan, 2021).

Nossa equipe do Laboratdrio de Bioinformatica e Evolugédo (LBE) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) coletou fémeas de uma populagdo de
Drosophila sturtevanti Duda, 1927 e estabeleceu linhagens isofémea. Esta espécie
pertence ao grupo Drosophila saltans, um grupo neotropical que ocorre em diversos
biomas brasileiros (de Campos Bicudo, 1973; Dobzhansky & Streisinger, 1944;
Magalhaes, 1962). Nosso grupo de estudos faz coletas frequentes em um fragmento
de Mata Atlantica dentro da UFV, que tem D. sturtevanti como a espécie mais
abundante dentre os drosofilideos nativos, assim como no restante deste bioma
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(Chaves & Tidon, 2008; Da Mata et al., 2008; Dobzhansky & Pavan, 1950; Gottschalk
et al.,, 2007). A partir da primeira geragdao emergida em laboratério (F1), foram
observados, em cada linhagem, diversos individuos que apresentavam as mais
distintas mutagdes ja observadas em D. melanogaster (mutagdes catalogadas ao
longo do tempo e organizadas em Chyb & Gompel, 2013). Dentre as mutacgdes
encontradas, destacam-se olhos brancos, asas curly e asas vestigiais, além de outros
fendtipos relacionados a modificagdes nas asas.

Chamou a atengao o fato de que, logo na primeira geragao no laboratério, foi
encontrada uma fémea de olhos brancos com irmaos de olhos vermelhos em uma das
linhagens. A mutacdo que gera individuos de olhos brancos encontra-se no
cromossomo X, de modo que sdo esperados mais machos que fémeas com este
fendtipo (Morgan, 1910). Ainda, parte dos individuos que apresentaram altera¢des nas
asas tinham uma asa normal e a outra deformada. Uma vez que a formacéao das duas
asas depende da expressdo do mesmo conjunto de genes (Debat & Peronnet, 2013;
Santos, 2002), apresentar apenas uma asa deformada também deve estar associado
a alteragdes na expressao do gendtipo. Estas duas constatagdes levaram a
compreensao de que estavamos diante de alteragdes na expressao do fendtipo, e nao
de mutacdes génicas (Duncan et al., 2014; Wakimoto, 1998). E importante ressaltar
que a asa € uma estrutura suscetivel a mudancas ambientais e, por isso, pode ser
usada para avaliar efeitos do ambiente nos organismos. Estudos envolvendo espécies
de Drosophila ja demonstraram que fatores como temperatura (Machida et al., 2022),
altitude (Jardeleza et al., 2022) e umidade (Onder & Aksoy, 2022) afetam o tamanho
e a forma da asa.

Em todas as linhagens foram encontrados individuos com fendtipos alterados
e algumas linhagens apresentaram mais destes individuos que outras. A partir de suas
observacgdes, Darwin (1859) supds que um mesmo estimulo ambiental leva a
modificagdes diferentes que dependem do individuo, que podem ser “extremamente
sutis” ou “notavelmente marcadas”. Supondo que em nosso desenho amostral cada
linhagem isofémea carrega um background genético distinto (um proxy para diferentes
individuos), nos propusemos a i. quantificar a plasticidade fenotipica em termos de
morfometria geométrica utilizando apenas asas consideradas normais (modificacoes
extremamente sutis) ao longo do tempo em cada linhagem e ii. correlacionar tal
variagcdo ao numero de fendtipos alterados (modificagdes notavelmente marcadas)

detectados em cada linhagem. Com estes resultados, pretendemos comecar a
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compreender o surgimento de novas formas nestas linhagens em um ambiente
homogéneo e estavel, langando luz sobre os mecanismos adjacentes ao processo de

domesticagéo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 COLETA

Em abril de 2022, a equipe do LBE realizou, na Mata da Biologia (20° 45' 36.2"
S, 42° 52' 14.6" W) da UFV, uma coleta com o objetivo de amostrar espécimes do
grupo Drosophila saltans. Foram utilizadas armadilhas contendo isca de banana
conforme proposto por Medeiros e Klaczko (1999). As armadilhas foram deixadas por
48 h no campo e, posteriormente, os drosofilideos foram triados apds anestesia com
dioxido de carbono. Treze fémeas foram identificadas como possivelmente
pertencentes ao grupo Drosophila saltans. A identificacdo dos individuos do grupo é
facilitada pelo fato de que estas espécies sdo mais melanizadas que as outras que
ocorrem na area (Markow & O’Grady, 2006). No entanto, a identificacao no nivel de
espécie requer a disseccao e detalhamento do edeago (Magalhaes & Bjérnberg 1957;
Magalhaes, 1962), que pode ser obtido nos machos da prole de cada fémea. Cada
fémea coletada foi acondicionada em um tubo contendo meio de cultura banana-
cevada (Moreira et al., em preparagado) para depositar seus ovos e gerar linhagens
isofémea. A partir da primeira geracao obtida em laboratério (F1), dissecamos o
edeago dos machos e confirmamos a coleta de 13 fémeas de Drosophila sturtevanti,
que deram origem a 12 linhagens isofémea mantidas no laboratério por 10 geracdes
(uma das linhagens foi mantida apenas até a F6)

Além das 12 fémeas de D. sturtevanti, nesta coleta foi obtido um total de 20
machos pertencentes ao grupo Drosophila saltans. A medida que as armadilhas foram
triadas, armazenamos os machos em alcool absoluto. Posteriormente, dissecamos o
edeago dos machos coletados em campo e identificamos 19 deles como D.
Sturtevanti. Tais machos foram avaliados neste trabalho como uma amostra da

populacéao original (GO).
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2.2 LINHAGENS

Os tubos contendo as fémeas coletadas em campo foram revisados de dois em
dois dias em busca de larvas. No primeiro dia de deteccao de larvas, as fémeas GO
foram armazenadas em alcool absoluto e mantidas sob refrigeracdo (-20 °C). Seus
descendentes adultos (F1) foram transferidos para tubos novos que também foram
revisados em intervalos de dois em dois dias até a visualizacao de larvas para
obtencéo de F2. Repetimos este procedimento até obter a décima geracgao (F10) para
garantir que as geracdes nao fossem sobrepostas. Todos os adultos das 10 primeiras
geracoes foram preservados em alcool e armazenados a uma temperatura de -20 °C.
Cada amostra foi etiquetada, indicando a linhagem e a geracao especifica a que
pertence.

Até a quarta geracdo, todas as linhagens foram deixadas em temperatura
ambiente, isoladas das demais linhagens mantidas no laboratério. Este é um
procedimento padrao no nosso laboratorio que visa proteger as demais linhagens
mantidas em camara de criacao do tipo BOD (incubadora de Demanda Bioquimica de
Oxigénio) da infestacdo por eventuais ectoparasitas e fungos vindos do campo. A
medida que as linhagens atingiam a quinta geracgéo, elas foram transferidas para a
BOD, a 23 °C com fotoperiodo controlado (12 horas claro/12 horas escuro).

2.3 DEFORMACOES

Durante o manejo dos adultos de cada linhagem para tubos novos, foram
observados espécimes com alteracées conspicuas (ou notavelmente marcadas, nas
palavras de Darwin) de morfologia, como olhos brancos, tor¢cdes alares e asas
vestigiais (Fig. 1). Separamos tais espécimes na tentativa de obter descendentes com
o0 mesmo fendtipo e os mantivemos separados por até quatro geracdes para identificar
mutagdes genéticas. Os individuos com alteragdes foram contabilizados por linhagem,
fotografados e armazenadas ao longo das dez geracgoes.

2.4 MORFOMETRIA GEOMETRICA

Neste trabalho, quantificamos o efeito da domesticacdo no tamanho (usado
como proxy do tamanho do individuo) (Taylor et al., 2015) e na forma da asa direita
de machos de GO, F1 e F10 de Drosophila sturtevanti por meio de morfometria

geomeétrica.
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Figura 1. Exemplos de modificagbes notaveis encontradas em diferentes linhagens de Drosophila
sturtevanti. FEmea com par de asas normal (A); fémea de L20 (FO03) com deformagéo na asa direita
(B); fémea de L09 (F2) com olhos brancos - esta linhagem so6 foi mantida até F6 no laboratério (C);
fémea L04 (F1) com asa esquerda deformada (D).

Para isso, definimos 12 marcos anatémicos comuns as asas direitas dos
machos das 12 linhagens isofémea de D. sturtevanti. Todos os marcos anatémicos
escolhidos foram do tipo I, ou seja, pontos onde duas ou mais veias alares se
encontram ou onde uma veia encontra a borda da asa (Prestes et al., 2021) (Fig. 1).
Estas intersecgcbes sdo consideradas homélogas em drosofilideos (de Celis, 2003) e
as asas que nado apresentaram todas as intersec¢des, por danos durante a vida do
individuo ou por mutagdes que eliminaram veias ou impediram a formagédo de
interseccao, foram descartadas do estudo. Neste sentido, avaliamos apenas as asas
de individuos considerados normais, portanto observamos aqui modificacdes
extremamente sutis nas palavras de Darwin. Utilizamos até 30 machos por linhagem
e por geracdo e os machos qualificados como deformados ndo fizeram parte da
analise. Dos 19 machos coletados no campo, 17 foram avaliados em GO.

Os machos armazenados em alcool tiveram suas asas retiradas na insercao
com o torax. As asas foram montadas em laminas histologicas identificadas por
linhagem e gerag@o. Em cada lamina havia uma escala de 1 mm para a estimativa do
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tamanho de cada asa. As imagens foram obtidas com auxilio de um microscopio
estereoscépico (Nikon SMZ 745T) que tem a camera Labomed iVu 3100 acoplada.

Utilizamos o software TPSUtil v.1.82 (Rohlf, 2015) para organizar as imagens e
construir um arquivo Thin-Plate Spline (TPS). No software TpsDig v.2.32 (Rohlf, 2015),
o arquivo TPS foi usado para a digitalizacdo dos marcos anatémicos e da escala. No
TPSDig, os pontos foram convertidos em coordenadas cartesianas que foram
avaliadas no programa Morphod v.1.07a (Klingenberg, 2011).

2.4.1 Erro na delimitacao dos marcos anatomicos

Antes de iniciar as analises, foi feita uma afericao do erro na delimitagdo dos
marcos anatdmicos (mostrados na Figura 2). Para tanto, cada asa teve seus marcos
delimitados duas vezes, em datas distintas, para aferir a qualidade da imagem e a
precisdao na delimitagdo (Klingenberg & Mclintyre, 1998). Com os dois conjuntos de
dados, realizamos uma ANOVA de Procrustes que visa quantificar o erro e definir sua

significancia estatistica.

Figura 2. Vista dorsal da asa direita com marcos anatémicos do tipo I. Os marcos anatémicos foram
delimitados em fungéo do padrédo de venacao da asa (seguindo Prestes et al., 2021).

2.4.2 Identificacao de outliers

Antes de iniciar as analises, conferimos a existéncia de outliers. Os outliers
podem ser observados caso haja asas com forma muito distinta da média de cada
amostra. Isto pode acontecer quando os pontos foram marcados na ordem errada.
Neste caso, os erros foram corrigidos antes de prosseguir com as analises. Outra
possibilidade sao os outliers biol6gicos, que foram retirados da amostra e substituidos
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por individuos normais, para limitar o estudo morfométrico as modificagdes

extremamente sutis.
2.4.3 Correcoes de Procrustes

A medida de variagdo de forma numa amostra requer corre¢des para a remogao
de parametros indesejaveis, como tamanho e posi¢do, o que deve ser feito com
Analise Generalizada de Procrustes, implementada no programa Morphod. Esta
funcdo reduz diferencas entre as configuragdes dos marcos anatdémicos dos
individuos por meio de trés operacgdes: escalonamento, translacéo e rotagao (Zelditch
et al., 2012).

Na operacao de escalonamento, é definido o centroide de cada asa (centro de
gravidade de uma configuracédo) (Klingenberg & Zaklan, 2000). Depois disto, o
MorphodJ calcula a distancia de cada ponto ao centroide e gera o tamanho do
centroide, dado pela raiz quadrada do somatério das distancias ao quadrado de cada
marco anatémico ao centroide (Dryden & Mardia, 1998; Fornel e Estrela, 2012).

A partir do tamanho de centroide de cada asa, foi calculado o tamanho de
centroide médio e todas as asas foram redimensionadas para ter este mesmo
tamanho de centroide, eliminando o efeito do tamanho nas diferencas de forma entre
as asas. Posteriormente, as coordenadas foram transladadas e rotacionadas de modo
que, em todos os marcos anatdémicos, as distancias entre as amostras fosse a menor
possivel.

Com as coordenadas devidamente escalonadas, translacionadas e
rotacionadas, um novo conjunto de coordenadas foi gerado, as Coordenadas de
Procrustes (Zelditch et al., 2012), que retém informacdes de forma depois de
corrigidos o tamanho e a posicao.

2.4.4 Alometria

Nas Coordenadas de Procrustes existem ainda associacoes de forma e
tamanho referentes a alometria, onde espera-se que individuos menores apresentem
formas diferentes dos individuos maiores (Cheverud, 1982; Klingenberg, 1996). A
alometria é bastante comum em fases distintas do desenvolvimento, ja que jovens

apresentam formas diferentes dos adultos de maneira previsivel (Pélabon et al.,
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2012). Apesar das asas s6 estarem presentes em adultos de insetos, algum grau de
alometria € esperado mesmo entre eles (Stern & Emlen, 1999).

Em funcado disto, a alometria foi mensurada pela regressdo entre tamanho
(Tamanho do Centroide — variavel independente) e forma (Coordenadas de
Procrustes — variavel dependente). Qualquer correlagdo significativa deve ser
considerada como sinal significativo de alometria, que deve ser levada em
consideracao para a comparagao de forma entre as asas. Para isso, foram calculados
os residuos da regressao, que devem ser dispostos em uma nova matriz de
coordenadas cartesianas, que representam as diferencas de forma livres da dimenséo

tamanho e da alometria.
2.4.5 Analise de Componentes Principais (PCA)

A matriz de coordenadas dos residuos da correlacdao tamanho x forma foi
avaliada em uma andlise de componentes principais com o auxilio do programa
Morphod. Tal analise consiste em decompor a variacao de forma, disposta em 24
coordenadas, em componentes principais que sao ordenados em ordem decrescente:
o primeiro componente (PC1) é o que guarda a maior parte da variacao, seguido do
segundo (PC2) e assim por diante (Greenacre et al., 2022). Esta andlise tem a
vantagem de permitir a visualizagdo da variacdo nos primeiros componentes
principais, de modo que € possivel avaliar a variagdo de forma em cada linhagem ou
em cada geracgao. Para aferir as significancias estatisticas das diferencas de forma
entre as linhagens e entre as geracgdes, foram avaliados os valores no PC1 e PC2 de
cada espécime, que foram plotados em uma matriz pelo programa Morphod e
exportada para o programa R, onde foram feitas as andlises estatisticas

subsequentes.
2.5 ANALISES ESTATISTICAS

A aferigédo de diferencas significativas de tamanho (tamanho do centroide - item
2.4.3) e forma (valores de PC1 e PC2 - item 2.4.5) entre GO (item 2.1) e as 12
linhagens nas geracdes F1 e F10 (item 2.2) foi feita com o auxilio do programa R
versao 4.3.1 (RCoreTeam, 2022).

Antes de proceder as analises, avaliamos se a distribuicdo de cada uma das
variaveis (tamanho do centroide, PC1 e PC2 de cada linhagem e geracdo) atendia ao
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pressuposto de normalidade por meio de um teste de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk,
1965). Como nem todos os dados apresentaram distribuicdo normal, testamos a
transformacao dos dados para logaritmo (Osborne, 2019), raiz quadrada (Hamasha et
al., 2022) e Box-Cox (Box & Cox, 1964) sem sucesso, ja que alguns conjuntos
continuaram violando o pressuposto de normalidade. Diante disto, utilizamos métodos
nao paramétricos para avaliar diferengas no tamanho e na forma entre as linhagens e
as geracoes.

Especificamente, as diferencas de tamanho (tamanho de centroide) e forma
(PC1 e PC2) foram estimadas por meio do teste de Kruskal-Wallis (Hollander & Wolfe,
1973). Nas comparacdes par-a-par (entre linhagens e entre geragdes) utilizamos o
teste post hoc Dunn (Dunn, 1964) e a correcao de Bonferroni (dunn.test, version 1.3.5;
Dinno & Dinno, 2017), usada para evitar erros tipo | em mdultiplas comparacoes
(Haynes, 2013).

Os resultados de tamanho foram mostrados em box plots, enquanto os
resultados de forma foram mostrados em termos de medianas e intervalos interquartis
(IQRs), que foram utilizados para avaliar a dispersao dos dados de forma. Os IQRs
foram avaliados em termos de seus valores absolutos para detectar aumentos ou
reducdes na dispersdo (aumentos ou reducdes na variacao da forma) entre GO, F1 e
F10 em cada linhagem.

3 RESULTADOS

As 12 linhagens isofémea de D. sturtevanti foram acompanhadas por 10
geracdes no laboratério, sem sobreposicées. O numero de machos na primeira
geracao (F1) variou entre as linhagens (Tab. 1). Este numero provavelmente varia
com a idade de cada fémea coletada e dos diferentes graus de viabilidade dos ovos
no ambiente novo. J& em F10, todas as linhagens estavam bem estabelecidas e, por

isso, 30 machos de cada linhagem foram utilizados para as analises.
3.1 DEFORMACOES

Ao longo das geragdes, contabilizamos todos os espécimes com deformacgdes
(Tab. 1) (alteracbes notavelmente marcadas, nas palavras de Darwin) detectados
durante a manutencdo das linhagens. O acondicionamento destes espécimes
deformados em tubos isolados para a obtencdo de descendentes em até quatro
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geragbes gerou, em todas as tentativas, exceto em uma, progénies de fenoétipo
normal. Este resultado indicou que a grande maioria, se ndo todas as deformacoes,
nao foram causadas por mutagdes genéticas, mas por alteragdes durante o
desenvolvimento embrionario ou das larvas, possivelmente em resposta a
modificacdo do ambiente.

Tabela 1. NUmero de machos utilizados nas andlises morfométricas da asa direita na geracao F1 e
namero de individuos que apresentaram deformagdes (def.) ao longo de 10 geragdes em cada
linhagem isofémea (Lin).

Lin F1 def.
LO1 27 5
Lo2 28 6

LO4 13

LO6 17 33
L13 22 1
L14 30 6
L15 13 1
L16 30 6
L18 25 9
L20 20 5
L22 29 3
L23 13 2

3.2 ERRO NA DELIMITAGCAO DOS MARCOS ANATOMICOS

A Tabela 2 mostra o resultado da ANOVA de Procrustes que indicou que o
quadrado médio da variagdo (MS — Mean Squares) do fator “Individuo” foi
significativamente maior que o erro de medicao (Erro 1) (Benitez et al., 2022), tanto
para tamanho quanto para forma. Desse modo, os eventuais erros na delimitagéo dos
marcos anatdémicos foram estatisticamente insignificantes e as diferencas entre os

individuos puderam ser consideradas nas analises subsequentes.
3.3 VARIACOES NO TAMANHO

A partir dos tamanhos do centroide, comparamos os tamanhos da asa direita
dos machos coletados no campo (G0) com os obtidos nas 12 linhagens em estudo
nas geracdes F1 e F10 (Fig. 3).

Em F1, nenhuma das linhagens apresentou tamanhos significativamente
diferentes de GO (Fig. 3). Chama a atencdo em F1 o fato de que a L15 apresentou
dispersao nas medidas de tamanho (IQR) muito maior que G0. J4 em F10, a maioria
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das linhagens apresentou asas significativamente menores que GO (Fig. 3) e,
diferentemente de F1, o IQR da maioria das linhagens foi maior que o de GO.

Tabela 2. ANOVA de Procrustes do erro de delimitagdo dos marcos anatémicos para inferir tamanho
de centroide e forma da asa direita de machos de Drosophila sturtevanti.

Tamanho Individuo 32,17098 0,049955 644 72,5 < 0,0001

Erro 1 0,443021 0,000689 643

Forma Individuo 0,954801 7,41E-05 12880 9,98 <0,0001 1591 <0,0001

Erro 1 0,095541 7,43E-06 12860

SS=Sum of Squares; MS=Mean Squares; df=Degrees of freedom; F = Goodall’s F.

De maneira geral, houve reducédo do tamanho das asas entre F1 e F10 dentro
de cada linhagem.

3.4 ALOMETRIA

Encontramos correlagéo positiva e significativa (7,2302 %, p < 0,0001) entre o
tamanho e a forma dos individuos de D. sturtevanti, indicando alometria (Fig. 4). A
partir desta regressao, foram calculados os residuos, que foram plotados em uma
segunda matriz de coordenadas utilizada para as analises de forma, conforme descrito
no item 2.4.4 dos métodos.

3.5 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

As coordenadas residuais da regressdo entre forma e tamanho foram
submetidas a uma PCA (item 2.4.5). O primeiro componente (PC1) corresponde a
24,26 %, enquanto o segundo componente (PC2) a 17,34 % da variacdo de forma
encontrada nas asas dos machos em GO, F1 e F10. As elipses mostradas na Figura
5, que abrangem 90 % da variacdo em cada geracao, revelam aumento da variacao
de forma de GO para F1 e de F1 para F10, especialmente em PC1.
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Figura 3. Box plots do tamanho do centroide da asa direita dos machos de 12 linhagens isofémea de Drosophila sturtevanti na primeira (F1) e na décima (F10)
geragao de manutencéo em laboratério. Em cada linhagem, a linha mais espessa representa a mediana e o retdngulo abrange os 50% dos tamanhos das asas
observados em cada linhagem (intervalo interquartis — IQR). GO, representado nos dois graficos, corresponde a uma amostra de machos coletada em campo.
As letras sobre os boxes indicam as diferencgas significativas entre as medianas das linhagens, determinadas pelo teste de Dunn corrigido com Bonferroni.
Todas as linhagens, nas duas geragdes, incluindo os representantes de GO, foram comparadas par a par e valores de p < 0,025 foram considerados

significativos.
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Figura 4. Correlacao entre tamanho (Centroid Size) e forma (Regression Score 1) da asa direita dos
machos de 12 linhagens isofémea de Drosophila sturtevanti na primeira (F1 — pontos em preto) e na
décima (F10 — pontos em cinza) geracdo de manutencdo em laboratério. Os pontos em vermelho (GO0)
correspondem a amostra de 17 machos coletados em campo.
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Figura 5. Primeiro (PC1) e segundo (PC2) componentes da Analise de Componentes Principais (PCA)
dos residuos da correlagdo tamanho x forma (Fig. 4) da asa direita dos machos de 12 linhagens
isofémea de Drosophila sturtevanti na primeira (F1 — pontos em preto) e na décima (F10 — pontos em
cinza) geracdo de manuteng¢do em laboratério. Os pontos em vermelho (G0) correspondem a amostra
de machos coletada em campo. Todas as elipses tém intervalo de confianga de 90 %.
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3.6 VARIACOES NA FORMA

A partir da andalise dos componentes principais (PCA — Figura 5), obtivemos os
valores de PC1 e PC2 para cada asa. A Figura 6 mostra as medianas e os intervalos
interquartis (representando 50 % da variacao) do PC1 (eixo X) e do PC2 (eixo Y) em
GO e em cada linhagem nas geracbées F1 e F10. Em F1, GO e as 12 linhagens
apresentaram formas mais parecidas entre sino PC1 que em F10, sugerindo aumento
da diversificacdo neste eixo com o tempo. Ja no PC2, a forma da asa de GO e das
linhagens foram mais diferentes em F1 que em F10, evidenciando o surgimento de
formas novas em F1, que devem ter sido eliminadas entre F1 e F10.

A Figura 7 representa a variagao no IQR da forma em PC1 e PC2 em cada
linhagem. Ela revela que no PC1, assim como a variagéo entre linhagens, o IQR de
cada linhagem apresentou tendéncia de aumento ao longo das geracdes. No PC2,
por outro lado, o IQR aumentou em algumas linhagens e reduziu em outras de GO
para F1, mas, em quase todas elas, retornou a niveis mais préoximos de GO em F10.

4 DISCUSSAO

Nos dois anos de desenvolvimento deste trabalho, testemunhamos a evolugéo
fenotipica in vitro ao longo de apenas 10 geragdes no laboratdério. Nossos resultados
mostraram que a mudanga de ambiente, atrelada ao isolamento de gendtipos permitiu
o surgimento de novidades, vistas no tamanho e na forma das asas dos machos.

Em “A origem das espécies”, Darwin (1859) mencionou que a domesticagéo
poderia gerar alteragdes notavelmente marcadas ou extremamente sutis, ressaltando
que o aparecimento de tais alteragbes sédo caracteristicas dos individuos (1868).
Neste estudo, detectamos ambos os tipos de alteracdes apds o inicio do processo de
domesticacao, que inclui a transicao para um ambiente estavel, o confinamento e, no
caso de linhagens isofémea, o isolamento.

Ao iniciarmos os trabalhos de manutencao das linhagens de D. sturtevanti no
laboratério, nos deparamos com alteragbes extravagantes que nos levaram a pensar
primeiro em problemas no trato com as moscas, depois em mutacdes possivelmente
ocultas nos heterozigotos e finalmente em alteracées desencadeadas pelo processo
de domesticacao.
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Figura 6. Medianas e intervalos interquartis do residuo da correlagdo forma x tamanho (Fig. 4) da asa direita dos machos de GO e de 12 linhagens isofémea
de Drosophila sturtevanti na primeira (F1) e na décima (F10) geragdo de manutengéo em laboratério. O primeiro componente principal (PC1) contém 24,26 %
da variagdo de forma e o segundo componente principal (PC2), 17,34 %. Em cada linhagem, o circulo representa a mediana e as linhas representam os IQRs
nos dois PCs. As letras romanas indicam as diferengas significativas no PC1 entre as linhagens e as letras gregas diferengas no PC2, ambas determinadas
pelo teste de Dunn corrigido com Bonferroni. O PC1 de todas as linhagens, nas duas geragdes, incluindo os representantes de GO, foram comparadas par a
par e valores de p < 0,025 foram considerados significativos. O mesmo procedimento foi utilizado no PC2.
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Figura 7. Intervalos interquartis (IQRs) dos dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) da
forma da asa direita dos machos das 12 linhagens de D. sturtevanti em estudo nas geracdes F1 e F10
em comparacao com GO.

Desde os trabalhos de Darwin, muito se estudou a respeito de como o0s
fenétipos sdo produzidos nos organismos (Vogt, 2021). Hoje sabemos que as
alteracbes notavelmente marcadas podem ser fruto da acdo de epimutagdes que,
diferentemente de mutacdes génicas, sdo modificacées hereditarias associadas a, por
exemplo, perdas ou ganhos de metilagdo do DNA ou outras modificagbes herdaveis
na cromatina (Oey & Whitelaw, 2014) nas histonas ou decorrer de microRNAs (Glazko
et al., 2022) ou movimentos de elementos transponiveis (Gonzalez & Petrov, 2009).

Diante das alteragdes de cor dos olhos e de morfologia das asas, a primeira
ideia foi contabilizar quantas deformacbes apareceriam em 10 geragdes de
manutencdo no laboratério. Como a capacidade de gerar novas formas é uma
caracteristica do individuo e ndo da espécie ou da populacdo (Sultan, 2021),
esperdvamos que em algumas linhagens isofémea fossem encontrados mais
individuos notavelmente alterados que em outras, o que acabou se confirmando. A
Tabela 1 mostra que na linhagem 6 foram encontrados 33 individuos alterados,
enquanto na linhagem 13 foi encontrado apenas um. No entanto, ndo encontramos
correlacdo entre o numero de deformacgdes (alteragdes notavelmente marcadas) com
a variacdo morfométrica (alteracdes extremamente sutis) em cada linhagem, o que
pode ser explicado pelo fato de que nossas observacdes ficaram limitadas aos
fenétipos mais conspicuos. E possivel, portanto, que além das modificacées que
chamaram mais a atengdo, houvesse mais modificagbes que passaram
despercebidas na inspecao durante a rotina de manutencao das linhagens. De fato,

no processo de obtencdo das imagens e marcacao dos pontos homoélogos, fomos
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obrigadas a eliminar alguns individuos da amostra porque nao apresentavam todas
as nervuras alares esperadas para a espécie.

Nossos resultados de morfometria geométrica das asas nos mostraram que,
em termos de tamanho, ndo houve modificacbes dos machos coletados no campo
(GO0) para os obtidos em F1. No entanto, em F10, a maioria das linhagens apresentou
mediana das asas menor e variagao de tamanho maior que em GO (altura dos boxes
na Figura 3). Estes resultados podem ser explicados pelo fato de que o confinamento
em tubos de ensaio contendo meio de cultura pode levar a uma alta densidade larval,
gerando maior competicao por alimento. Neste sentido, larvas que se alimentam
menos tendem a se desenvolver em adultos menores (Stern & Emlen, 1999; Williams,
1980). E preciso mencionar que o nimero de individuos produzidos em F1 foi muito
menor que o produzido em F10 em todas as linhagens, ja que F10 foi produzida a
partir de muitas fémeas, enquanto F1 foi produzida por uma unica fémea coletada no
campo.

As analises de forma revelaram um resultado mais complexo. Em primeiro
lugar, ndo foi observado um unico padrdo na maioria das linhagens como aconteceu
com o tamanho. Para avaliar a forma, fizemos uma analise de componentes principais
para nos concentrarmos nos dois componentes que retém mais variagédo em todos os
individuos em estudo (machos de todas as 12 linhagens nas geragdes F1 e F10 e
aqueles coletados no campo, aqui denominados GO).

O primeiro componente principal (PC1), que retém 24,26 % da variagdo de
forma encontrada, revelou que, ao contrario do que se poderia esperar apenas com
variabilidade genética, a variagao das asas dos machos aumentou de GO para F1 e
de F1 para F10 (Fig. 5). Partindo do pressuposto de que ha muito mais variagao
genética em 17 individuos coletados no campo do que em qualquer quantidade de
individuos de cada linhagem no laboratério, o que quer que PC1 represente deve estar
sob forte selegdo no campo, mas tal selegao foi relaxada no laboratério. De fato,
dentro de qualquer uma das 12 linhagens, a variagado do PC1, representada pelo IQR
(comprimento das barras horizontais na Figura 6), € maior em F1 ou F10 que em GO,
0 que pode ser mais bem visualizado na Figura 7.

Aforma das asas é essencial para garantir a capacidade e eficiéncia de voo em
insetos, mas, como outras estruturas responsaveis pelo movimento, esta sujeita a um
conjunto complexo de parametros, incluindo selegao natural e sexual, que definem e

restringem as estruturas responsaveis pelo movimento em animais (Dickinson et al.
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2000; Ray et al. 2016). Menezes et al. (2013) mostraram que em D. melanogaster, o
bater das asas dos machos € componente fundamental do comportamento de corte,
ja que interfere na maneira (visual e sonora) como os individuos sao percebidos por
seus parceiros sexuais, de modo que a seleg¢ao sexual é particularmente importante
para o formato das asas.

Nossos resultados sugerem que a manutengao das linhagens no laboratorio,
além de aumentar a variacdo no PC1 dentro de cada linhagem (Fig. 7), também
contribuiu para a diferenciagdo entre linhagens (Fig. 6), evidenciando a agdo da
selecdo natural em cada uma delas. E interessante ressaltar que todas as linhagens
foram mantidas sob as mesmas condi¢des. Considerando a premissa de Darwin de
que a domesticacdo produz alteracdes devido ao estresse do confinamento e da
mudangca de ambiente, é possivel que tais mudangas estejam associadas a
modificagdes na regulacdo génica durante o desenvolvimento embrionario (Mirth et
al., 2021) ou a acao de transposons (Bologa et al., 2021; Cancian et al, 2022), além
de outros fatores como a agado de RNAs de interferéncia (Ray et al. 2016), que podem
desencadear alteragdes diferentes em cada linhagem. Tais alteragdes podem ser tao
drasticas que nao permitem a manutengao da linhagem no laboratério. De fato, nem
todas as fémeas de drosdfilas geram linhagens longevas. Em nossa coleta, a
linhagem L09 s6 foi mantida até F6, quando apenas duas fémeas vingaram,
impedindo a geracdo de F7. As diferengas se devem a particularidades de cada
individuo, nas palavras de Darwin (1868) ou ao gendtipo de cada linhagem.
Considerando ainda as condigbes mais permissivas do laboratério, além do grande
numero de individuos que sdo mantidos nos tubos, a selegao natural deve ter sido a
responsavel pela manutencao e ampliagdo das diferengas significativas no PC1 entre
as linhagens durante o processo de adaptacao as condi¢gdes de confinamento.

No PC2, que retém 17,34 % da variacao encontrada, o panorama é um tanto
distinto: as diferengas em F1 entre as linhagens e GO foi muito maior que em F10. Isto
sugere que, se na primeira geragéo em laboratério o desenvolvimento embrionario foi
perturbado o suficiente para gerar novas formas (F1, Figura 6), em F10 ja se vé acao
da selecao natural no sentido de reduzir a variacao de formas. Isto indica que talvez
algumas das inovagdes produzidas e expressas em F1 n&o tenham sido bem-
sucedidas por apresentarem valor adaptativo menor que a forma encontrada no
ambiente natural. A linhagem 23, por exemplo, apresentou uma forma muito distinta

no PC2 em F1, mas parece ter retornado a uma forma mais semelhante de GO em
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F10. Com isso, podemos concluir que o que quer que esteja representado em PC2
guarda restricdes semelhantes no campo e no laboratério. Na Figura 7, o PC2 mostra
que algumas linhagens mantiveram, outras apresentaram mais ou menos variagédo em
F1 que em GO, o que se repetiu de F1 para F10. Deste modo, a variacido de PC2
observada nas linhagens ficou em torno da variagdo em GO e ndo apresentou
tendéncia de aumento, como no PC1.

As novas formas observadas foram selecionadas positivamente em algumas
linhagens no PC1, onde as diferengas se tornaram mais intensas de F1 para F10. Ja
no PC2, as novidades parecem ter sido filtradas, resultando em menor diferenciagao
fenotipica entre linhagens em F10 que em F1. Estes resultados reforcam que a
mudang¢a de ambiente causa alteragdes fenotipicas nos organismos e que algumas
destas alteracbes podem ser selecionadas positivamente num processo rapido de
adaptagao ao novo ambiente.

Como o processo de domesticacao esta frequentemente atrelado a uma
selegdo intencional, ou seja, o agente da selegdo escolhe uma determinada
caracteristica e trata de intensifica-la, podemos deixar como contribuicdo a sugestao
de uma nova metodologia. Em nosso trabalho, simplesmente mantivemos as
linhagens separadas e deixamos as modificagdes acontecerem em funcédo da
mudanca de ambiente e a selegao natural atuar nas diferentes linhagens, gerando
formas significativamente diferentes das encontradas em campo num intervalo de
apenas 10 geragdes. Diante destes resultados, nos perguntamos o quéao util seria este
tipo de estratégia em organismos de interesse humano.

Partindo do principio que o processo de domesticagao implica em manter os
organismos em ambientes controlados, nas condigdes possiveis para um produtor, o
primeiro passo para a domesticacéo é trazer individuos para o ambiente controlado,
0 que replica o processo de domesticacao feito até entdo pela humanidade. Nossa
sugestao de modificagao no protocolo esta no que fazer com os individuos produzidos
na primeira geragao em cativeiro: isolar reprodutivamente os adultos gerados por cada
individuo da populacdo (sementes de uma mesma planta méae, por exemplo) por
algumas geragcbes no ambiente controlado, sem selegdo intencional de qualquer
caracteristica. Este procedimento evitaria os efeitos colaterais da selegao intencional,
que além de restringir o desenvolvimento de novos caracteres, pode trazer junto, por
proximidade no cromossomo, caracteristicas indesejaveis ou comprometedoras a

sobrevivéncia dos espécimes (Gregory, 2009; Moyers et al., 2018; Teletchea, 2019).
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Dessa maneira, o objetivo da nova metodologia aqui proposta é visualizar fenétipos
que surgem pelo stress da mudanga de ambiente e que sdo mantidos, amplificados e
moldados pela selegédo natural nas novas condigdes. A vantagem desta estratégia é
deixar a selegdo natural agir sobre as novidades juntamente com o genoma e em
conformidade com o novo ambiente, mitigando potenciais efeitos colaterais da selegao

intencional.
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