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Introdugdo 1

I. INTRODUGAO

O grupo repleta do género Drosophila foi formalmente proposto por
Sturtevant (1942), com base em algumas caracteristicas morfolégicas, principalmente
relativas a cor escura das moscas e ao fato de que cada cerda do mesonotum origina-
se de uma mancha marrom ou preta. Inicialmente, Patterson (1943) dividiu este grupo
em trés subgrupos (hydei, repleta e mulleri) e, logo depois, Wharton (1944) adicionou o
quarto subgrupo (mercatorum). Baseando-se em resultados cito e morfolégicos,
Wasserman (1962) acrescentou o quinto subgrupo (fasciola). Atualmente este grupo
compreende cerca de 80 espécies distribuidas nos cinco subgrupos, segundo Vilela
(1983), da seguinte maneira: fasciola (18 espécies); hydei (6 espécies); mercatorum
(quatro espécies); mulleri (38 espécies); e, repleta (seis espécies). As espécies
restantes nao pertencem a nenhum subgrupo formalmente descrito.

A maioria das espécies do grupo repleta, principalmente as do subgrupo
mulleri, sdo cactofilicas na fase larval, o que as associa amplamente as regidoes de
clima relativamente mais seco, onde estes vegetais sdo mais abundantes. Entretanto,
nado se tem conhecimento de alguma citagdo a respeito de um comportamento
verdadeiramente monéfago, embora exista uma forte associagao entre D. mulleri com
a cactacea Opuntia lindheimeri (Kircher & Al-Azawi, 1985). A distribuicao geografica

desta espécie foi assinalada por Wasserman (1982) apenas para os Estados Unidos,

México e indias Ocidentais (Jamaica, Cuba e Haiti). Entretanto, segundo Tsacas et al.

(1981), outras espécies deste subgrupo ocorrem nas regioes Afrotropical, Paleartica,
Neotropical e Australiana. As espécies do subgrupo mulleri também mencionadas
como "complexo mulleri”, tém sido utilizadas em diversos estudos genéticos e

evolutivos, principalmente devido a alguns fatores como o grande numero de espécies
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cripticas e o alto grau de polimorfismo existente entre populagées de uma mesma
espécie (referéncias em Vilela, 1983; Ceron, 1988).

Dentre as varias maneiras de se estudar a biologia evolutiva de um
organismo deve-se citar aquelas que buscam entender a adaptacao deste ao seu
ambiente, bem como, de que maneira a sele¢cdo natural atua na manutengao de
caracteristicas relativamente mais adaptativas, em dado momento e local, em
detrimento daquelas que reduzem sua possibilidade de sobrevivéncia e reprodugao, ou
seja, promovem um menor valor adaptativo.

Segundo Dobzhansky (1973), valor adaptativo ou aptidao Darwiniana
refere-se a taxa de transmissdo de genes de uma geragao a outra, ou seja, é a
eficiéncia reprodutiva de um determinado genétipo, de um grupo de individuos ou de
uma populagao. O valor adaptativo € uma medida relativa a partir da contribuicao que
os portadores de um genotipo fazem para o conjunto génico da geragao seguinte, em
relacdo as contribuicdes de todos os outros gendtipos. No nivel individual, o valor
adaptativo pode ser entendido como o resultado final de todos os processos
fisiolégicos e do desenvolvimento e, as diferengas entre individuos podem ser
comparadas a partir do estudo de componentes mensuraveis como, por exemplo, a
fecundidade, o tempo de desenvolvimento, a longevidade, entre outros, como
demonstrado por Carareto & Mourao (1991a,b; 1992).

Avaliar de maneira global o valor adaptativo ainda € um passo nao
adequadamente atingido pelas condi¢des metodoldgicas atuais. Assim, varios autores
estudaram separadamente algumas caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas,
etologicas e desenvolvimentais, sabidamente importantes para a biologia do
organismo, na tentativa de fracionar o valor adaptativo total em componentes

mensuraveis. Deste modo, torna-se possivel pela composi¢ao destes ultimos, avaliar-

se uma porgao consideravel do todo, ou seja, do valor adaptativo total.

Segundo Carareto (1989), sao abundantes os trabalhos que visam
quantificar o valor adaptativo utilizando-se o género Drosophila mas, na maioria deles,
sao focalizados apenas poucos componentes do ciclo bioldgico, geralmente a
fecundidade, a fertilidade e a viabilidade (e.g. Simmons et al., 1980; Brittnacher, 1981;
Mueller & Ayala, 1981; Rose 1983; Yamazaki & Hirose, 1984), o que poderia acarretar
erros de interpretagdo. Esta mesma autora avaliou, em dois trabalhos distintos, 23 e 28
componentes do valor adaptativo total, respectivamente em D. prosaltans (Carareto &
Mourao, 1991a,b) e D. sturtevanti (Carareto & Mourao, 1992). No primeiro, foram

medidos componentes relativos a atividade sexual, a longevidade, a produtividade e ao
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tempo de desenvolvimento de trés linhagens geograficas de D. prosaltans, originando
resultados que evidenciaram diferengas significativas nos componentes entre as
linhagens. Além disso, os resultados mostraram que cada componente possuia
diferentes contribuicbes para a composi¢cao do valor adaptativo total, sendo alguns
mais importantes que os outros e, de maneira diferente, de acordo com a linhagem.

No segundo estudo, utilizando-se de quatro linhagens geogréficas de D.
sturtevanti com arranjos cromossomicos diferentes, bem como de seus hibridos,
Carareto & Mourao (1992) observaram que alguns componentes contribuem mais
fortemente para a composi¢ao do valor adaptativo total. Além disso, os componentes
diferiram quanto a sua importancia relativa de acordo com a linhagem, bem como, de
acordo com a origem dos quatro arranjos cromossdmicos (materna ou paterna), as
importancias dos componentes da progénie hibrida também diferiram. De maneira
geral, destacaram-se como mais importantes os tempos de pré-cépula e de cépula, o
niumero e a biomassa de machos, o tempo de desenvolvimento pupa-imago e a
duragcao da emergéncia de imagos. Estes autores desenvolveram métodos
matematicos para avaliar as importancias relativas de certos componentes na
composigao do valor adaptativo total, que podem ser usados no estudo das diferencgas
adaptativas entre gendtipos de linhagens que diferem desde o nivel alélico até o
cromossomico.

Segundo Futuyma (1992), uma questao ainda importante na genética de
populagdes € se as variantes genéticas diferem em valor adaptativo, sendo assim
matéria prima para a adaptagao a novos regimes seletivos ou se a maior parte da

variabilidade genética encontrada nas populagbes é seletivamente neutra, e desta

maneira, irrelevante para a capacidade de uma populagao responder a novas forgas de

selecao.

I.1. Esterases

As isoenzimas, ou isozimas, podem ser definidas segundo a Comissao de
Nomenclatura Bioquimica da IUPAC-IUB (International Union of Pure and Applied
Chemistry and International Union of Biochemistry), de 1977, como "multiplas formas
de uma enzima que ocorrem dentro de uma unica espécie, como resultado da
presenca de mais de um gene estrutural". A origem destas enzimas pode ser atribuida
a presenca de mais de um loco génico ou de mais de um alelo em um mesmo loco.
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Assim, em ambos os casos os produtos génicos sao diferentes e, no ultimo em
particular, as formas enzimaticas podem ser chamadas de aleloenzimas (ou
aloenzimas). Esta classe de isoenzimas é a responsavel pelos polimorfismos
enzimaticos observados em popula¢des naturais.

As aloenzimas apresentam, entao, diferentes padroes de mobilidade
eletroforética resultantes de diferencas alélicas e tém se constituido em excelente
material para o estudo da questao da adaptabilidade ou neutralidade dos
polimorfismos, pois suas propriedades diferem entre populagdes e entre espécies que
habitam diferentes ambientes (Somero, 1978). Dentre as aloenzimas estudadas, a
alcool desidrogenase (ADH) e as esterases (EST) tém merecido destaque. Por

exemplo, existe em D. melanogaster um polimorfismo em relacao a ADH, que

apresenta dois alelos eletroforeticamente distintos (Ao'hF e Adhs) diferindo somente na

posicao de um nucleotideo, que determina a diferenga de um unico aminoécido entre
as duas aloenzimas (Kreitman, 1983). Parece que a selegao tem sido suficientemente
rigida para eliminar outras substituicdes de nucleotideos que alterariam a sequéncia de
aminoacidos, mas manteve um sitio polimérfico. Ou essa substituicado de aminoacidos
€ a unica que nao altera a fungcdao da molécula e é, portanto neutra - o que parece
improvavel - ou a selegao mantém ambos os alelos. Van Delden (1982) demonstrou
que as frequéncias destas duas formas alélicas variam gradualmente de acordo com a
latitude em diferentes continentes.

As esterases compreendem um grupo multifuncional e heterogéneo de
enzimas que participam da hidrolise de ésteres e outros compostos. Nos insetos, estas
enzimas estao envolvidas em varios processos metabdlicos, incluindo a digestao, a
degradacgao de inseticidas organofosforados e carbamatos, bem como, a degradagao
de feromdnios e do horménio juvenil (Kort & Granger, 1981; Spackman et al., 1994;
Jones et al., 1994; Rauschenbach et al., 1994).

O envolvimento das esterases com o metabolismo do horménio juvenil é
um aspecto importantissimo da bioquimica e fisiologia dos insetos. Nos insetos
holometabolos, os niveis deste hormdnio sintetizado pela corpora allata sao regulados
através da acao de esterases especificas denominadas de esterases do horménio
juvenil. Estas enzimas sao sintetizadas precisamente no final da fase larval e tém
como fungao a hidrdlise do grupo metil-éster deste hormdnio, cujo papel regulador
pode ser visto no final da fase larval, culminando na produgcdo de pupas (cf. Rits,
1997). Além disso, estas enzimas estao relacionadas a processos digestivos (Jones &
Brancoft, 1986; Argentine & James, 1995) e a biologia reprodutiva de algumas
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espécies de Drosophila (Johnson et al., 1968; Kambisellis et al., 1968; Carrasco et al.,
1984, Ceron, 1988; Mane et al., 1983; Scott, 1986; Scott & Richmond, 1987).

A respeito da atividade esterasica na fisiologia digestiva de insetos, os
resultados obtidos por Jones & Brancroft (1986) sugerem que a esterase-4 do
lepidéptero Anthonomus grandis tenha um papel fundamental na degradagao dos
alimentos ingeridos pelos individuos adultos pois esta enzima foi detectada no intestino
e nao em outros tecidos, como tubulos de Malpighi, corpo gorduroso, testiculos e
ovarios. Ja, Argentine & James (1995), trabalhando com o diptero Aedes aegypti, apos
verificarem a presenga de uma esterase especifica da glandula salivar de individuos
adultos, sugeriram a possibilidade de associagao desta enzima com a alimentagao de
acucares destes insetos. Todavia, uma outra enzima com atividade esterasica foi
encontrada apenas nas glandulas salivares de fémeas adultas, o que pode estar
relacionado com a hematofagia caracteristica deste sexo.

As esterases relacionam-se também com a biologia reprodutiva de
algumas espécies de Drosophila, como as sistematicamente proximas D.
melanogaster, D. simulans e D. mauritiana, estudadas por Karotan & Oakeshott (1993).
Estes autores observaram niveis aumentados desta enzima nos ductos espermaticos
de machos. Além disso, segundo Mane et al. (1983), a esterase-6 € um dos
componentes do liquido seminal dos machos de D. melanogaster capaz de hidrolisar,
nos conductos reprodutivos das fémeas, o cis-vacenil-acetato, que € um éster lipidico
sintetizado apenas nos testiculos, produzindo o cis-vacenol.

A esterase-6 é transferida para as fémeas durante os trés primeiros
minutos de cépula (Richmond & Senior, 1981), e seu substrato (cis-vacenil-acetato) a
partir do quinto minuto (Scott & Richmond, 1987), promovendo um decréscimo na
receptividade para um novo acasalamento, como observado por Scott (1986). Scott &
Richmond (op.cit.) trataram topicamente fémeas virgens com o substrato cis-vacenil-
acetato e com o produto vacenol e observaram uma redugdo no numero de
acasalamentos. Desta forma, estas moléculas foram consideradas agentes
antiafrodisiacos, pois reduzem a frequéncia de corte e as chances de acasalamentos
subsequentes.

Em estudos que utilizaram outras espécies de Drosophila, como D.

aldrichi (Johnson et al., 1968; Kambysellis et al., 1968), D. dunni (Carrasco et al.,

1984), D. arizonae e D. mulleri (Ceron, 1988), também foram encontradas esterases
especificas do sexo masculino, que podem estar relacionadas com a biologia

reprodutiva. Além disso, este ultimo autor encontrou uma o-esterase (EST-7) exclusiva
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de fémeas em D. arizonae, evidenciando que muito ainda deve ser feito para que se
possa conhecer mais acerca desta classe de enzimas, que parecem ser de suma
importancia aos organismos, ja que ocorrem em diversas fases do desenvolvimento e
em diversos tecidos, além dos aspectos fisioldgicos ja discutidos.

Estudos que visam detectar uma grande parcela da atividade esterasica
em insetos podem certamente contribuir para um entendimento mais completo destas
enzimas, do ponto de vista genético. Entre estes trabalhos devem ser citados os de
Ceron (1988), com D. mulleri e D. arizonae, de Lima-Catelani (1996), com Aedes
aegypti e A. albopictus, de Rits (1997), de Castiglioni-Ruiz (1997), com Hematobia
irritans, com Megaselia scalaris e de Lapenta (1998), com um grupo de espécies
proximas a D. serido. Ceron (1988), por exemplo, avaliou o padrdao de esterases no
desenvolvimento de D. mulleri, D. arizonae e de seus hibridos, constatando oito
provaveis locos génicos nas fémeas e dez nos machos, responsaveis pela sintese
dessas enzimas nas duas espécies, sendo seis deles homdlogos em ambas. Além
disso, este autor encontrou um polimorfismo no loco da B-esterase-8, na forma de
duas variantes com diferentes velocidades de migragao, observando que a frequéncia

do alelo Est-8° (do inglés "slow": migragdo lenta) nas populagdes experimentais

estudadas era de aproximadamente 70%, contra 30% do alelo Est-8" (de "fast':

migracao rapida).

I.2. Fatores responsaveis pela manutengcdo dos polimorfismos nas

populagoes

Apesar de atualmente ser bem conhecida a variabilidade alélica de
muitos locos enziméaticos de Drosophila, ainda existe controvérsia acerca de qual
fracdo desta variabilidade € adaptativa, ou seja, alvo da selegdo natural, e qual
quantidade é seletivamente neutra. Kimura (1983) propds que a evolugado fenotipica é
regida basicamente pela selecao normalizadora e, a evolugao molecular, pela presséao
de mutacao e pela deriva genética. Estas afirmagdes vém de encontro aquelas
adaptacionistas (Lewontin, 1974), que propdem a manutengao ou eliminagao de certas
variantes moleculares como resultado da pressdao de selegdo, atuando sobre a
variabilidade, a herdabilidade e a adaptabilidade diferencial.

Segundo Carareto (1989), uma questao que surgiu nas ultimas décadas,
iniciada pelos trabalhos pioneiros de Harris (1966), Hubby & Lewontin (1966) e
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Lewontin & Hubby (1966) é se a imensa quantidade de variagdo genética em
proteinas, detectada por eletroforese, reflete adaptagcao diferencial. Para os
neutralistas, a maioria das variantes genéticas moleculares, especialmente para as
enzimas, nao diferem em valor adaptativo, e a variagdo genetica observada na forma
de polimorfismos é, portanto, irrelevante para a habilidade da populagao responder a
selecéo.

Os polimorfismos podem ser definidos segundo varios niveis de
abordagem que vao desde o molecular até o fenotipico e, freqiientemente, este termo
refere-se a existéncia de dois ou mais gendétipos diferentes, dentro de uma mesma
populagao, para uma mesma caracteristica fenotipica. Considera-se como polimérfico
um determinado loco génico que possua mais de uma sequéncia codificadora
diferente. Muitas vezes, os resultados destas diferentes sequéncias podem nao ser
visualizados fenotipicamente, principalmente em se tratando de enzimas que
mantenham integra a sua atividade original ou, ainda, quando a alteragdo na
sequéncia do DNA tenha ocorrido em regides nao transcritas ou que serao eliminadas
durante o processamento do RNA mensageiro, como os introns. Além disso, algumas
alteracbes na codificagao de regides transcritas e importantes para a sintese da
proteina, como o0s exons, ocorrem em bases nitrogenadas que nao alteram o
aminoéacido que devera ser introduzido no peptideo em formagéao, como por exemplo,
substituicdes na terceira base da trinca de nucleotideos do codon (Ridley, 1996).

Quando alelos de dois ou mais locos sdao combinados
independentemente, ou seja, quando as freqiéncias dos gametas sao
probabilisticamente esperadas, diz-se que os locos encontram-se em equilibrio de
ligagao. Por exemplo, um individuo heterozigoto para dois locos produziria quatro
gametas diferentes, ou melhor ainda, quatro haplétipos diferentes seriam segregados
para a proxima geragao com iguais frequéncias. Assim, da mesma forma que em

cromossomos diferentes, genes nao-ligados sdo mantidos em equilibrio de ligagao por

estarem suficientemente distantes em um mesmo cromossomo.

Segundo Wills (1981) e Futuyma (1992), entre outros autores, o problema
mais sério para determinar se a selegao atua ou nao no loco de uma enzima é que se
torna extremamente dificil excluir a possibilidade de que o loco esteja em desequilibrio
de ligagdo com locos proximamente localizados, os quais seriam o objeto real da
selegao. O desequilibrio de ligagao resulta da associagao ndo casual entre alelos de
diferentes locos. Diversos autores observaram que a heterozigose aloenzimatica é

perdida mais vagarosamente em populagées experimentais mantidas em ambientes
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heterogéneos. Alguns genes sao completamente afetados pela variagdo no ambiente
experimental, mas nao necessariamente os locos das enzimas que estdo sendo
estudadas. Este ultimo autor utiliza como exemplo as varia¢des de freqiiéncias com a
latitude de um alelo no loco da lactato-desidrogenase em uma carpa (Meritt, 1972,
apud Futuyma, 1992) e em um peixe nao-aparentado (Place & Powers, 1979, apud
Futuyma, 1992). Ainda, complementa que embora a variagao alélica possa estar
relacionada com a variagcao da temperatura, ndao explica de maneira suficiente sua
natureza adaptativa, embora estudos bioquimicos mostraram que a aloenzima mais
freqliente ao norte apresenta maior atividade a baixas temperaturas do que a variante
freqliente ao sul.

Apesar de desequilibrios de ligagao constituirem uma questao relevante
neste tipo de estudo, nao devem ser considerados como um fator que comprometa o
planejamento de estudos de variabilidade aloenzimatica. Segundo Langley (1977),
existe um numero muito grande de locos génicos em populagbes naturais de D.
melanogaster em equilibrio de ligagao, mesmo sendo detectavel um certo desequilibrio
devido ao excesso gameético, em locos muito ligados.

Varias abordagens tém sido utilizadas para avaliar se a sele¢ao atua ou
nao sobre variantes aloenzimaticas, especialmente para estudos utilizando Drosophila
como organismo experimental. Uma delas € medir a viabilidade ou outros
componentes do valor adaptativo de individuos portadores de diferentes variantes
enzimaticas. Para minimizar o problema de que locos vizinhos sejam responsaveis por
diferengas no valor adaptativo e assegurar que a selegao seja detectada, Wills (1981),
propoe que uma pressao seletiva especifica para o loco em estudo seja aplicada aos
organismos. Se uma enzima em particular estd sendo estudada, o excesso de seu
substrato ou de um andlogo no meio de cultura, proporciona a pressao seletiva
adequada. A segunda condi¢ao, de acordo com o autor, € que os individuos tenham
sido endocruzados, de modo a reduzir o efeito da heterozigose do background
genético.

Outra abordagem experimental tem sido iniciar réplicas de populagdes
experimentais com diferentes frequéncias alélicas. Desta maneira, € possivel verificar
se, no curso das geragdes, as réplicas convergem para a frequéncia alélica de
equilibrio determinado pela sele¢do. Bijlsma-Meeles & Van Delden (1974) observaram

a acao da selecao balanceada em populagdes experimentais de D. melanogaster,

quanto a dois alelos da alcool desidrogenase (também denominados Adh® e Adh',

segundo sua mobilidade eletroforética). Estes autores verificaram que em todas as
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populagdes, fundadas com diferentes frequéncias alélicas (0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 Ath), o]

alelo Adh® apresentava-se em maior frequéncia (aproximadamente 60%) apos 38
geracdes. Todavia, quando algumas condigbes ambientais foram experimentadas,
como diferentes temperaturas e umidades relativas do ar, o alelo Adh® mostrava-se
mais vantajoso. Estudando populagées naturais deste mesmo organismo, Pipkin et al.
(1976) também observaram diferentes frequéncias dos alelos Adh® e Adhf, de acordo
com a altitude da coleta: o alelo Adh® foi encontrado em maior nimero nas populagdes
provenientes de regides relativamente mais quentes. Estes autores, sugeriram que a
maior estabilidade ao calor demonstrada pelo produto protéico do alelo Adh°, deva ser
o fator responsavel pela adaptabilidade diferencial dos gendtipos.

Os polimorfismos protéicos foram e continuam sendo muito estudados
em populagdes naturais e experimentais de microrganismos, de vegetais e de animais,
incluindo o homem. Tem-se verificado que eles constituem grande parte da variagao
encontrada na natureza, embora nao seja aparente e necessite de técnicas especiais
para sua deteccao. Um dos instrumentos mais poderosos para revelar estes
polimorfismos é a eletroforese, que foi desenvolvida na década de 50. A partir das
décadas de 60 esta técnica comegou a ser utilizada para o estudo da variabilidade
alélica. Nesta fase, devem ser citados os classicos trabalhos de Lewontin & Hubby
(1966) e Hubby & Lewontin (1966), com D. pseudoobscura e, Harris (1966) com a
espécie humana.

A eletroforese baseia-se em diferengcas na mobilidade de variantes
protéicas, determinadas por diferentes proporgcbes de aminoacidos com cargas
positivas (entre eles: lisina, arginina e histidina) e negativas (acido aspartico e acido
glutamico), ou diferentes pesos moleculares destas macromoléculas, ou ainda, a
combinagdo de ambos. As variantes protéicas surgem através das mutagdes, que
podem alterar a sequéncia de aminoacidos na proteina em questao, por exemplo uma
enzima, promovendo diferentes padroes de migracao eletroforética. Estas enzimas que
apresentam diferentes padroes de mobilidade eletroforética resultantes de diferengas
alélicas em determinado loco (aloenzimas ou alozimas), tém sido objeto de estudo de
muitos pesquisadores, utilizando-se os mais variados sistemas biolégicos animais e
vegetais (Clegg & Allard, 1972; Hoenigsberg et al., 1977). Estes estudos tiveram como
objetivos principais a verificagao do grau de polimorfismo enzimatico em populagées e
das frequéncias alélicas ao longo de geragbes, bem como, o entendimento dos

processos que manteriam esta variagao.
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As comparagdes entre diferentes locos e populagdes podem ser feitas
utilizando-se as frequéncias genotipicas e génicas, bastando para isso um método de

contagem simples a partir do resultado da andlise eletroforética. E certo que as

frequéncias observadas sao estimativas das frequéncias reais das populagoes e, desta
forma, possuam um forte componente amostral. Assim, os cuidados com o tamanho da
amostra e com o seu grau de aleatorizagao (casualidade na escolha dos individuos)
garantem uma boa representatividade da populagao.

A variagao alélica observada em populagdes pode ser estudada do ponto
de vista da genética de populagdes, principalmente quando pode ser admitido que os
alelos em questdao estejam em equilibrio de Hardy-Weinberg, tornando possivel a
predicao das freqiéncias génicas e genotipicas. Todavia, desvios numéricos nos
valores esperados podem suscitar a presenga de fatores que, de certa forma, possam
estar atuando para produzir associagdes nao-casuais em um determinado loco,
quando considerados diferentes alelos, ou entre diferentes locos ligados, em
desequilibrio de ligacao.

Na natureza, alteragées nas frequéncias alélicas de um unico loco ou de
haplétipos (quando considerados varios locos génicos), podem ser o reflexo de
pressoes exercidas a favor ou contra alelos de outros locos, mas intima e fisicamente
ligados aquele em estudo. As posigdes destes dois locos (ou um numero maior de
locos) em um mesmo cromossomo podem ser tdo préximas que a probabilidade de
ocorrer recombinagao entre eles é praticamente desprezivel. Desta forma, alguns
haplétipos seriam mais comuns que outros, sendo transmitidos as geragdes futuras
como supergenes, nao no sentido de uma atuagao ou importancia superior, mas sim,
no sentido de ser mais de um loco segregando juntos pela sua proximidade. Dentre
todos os gametas produzidos em uma geragao na populagdao, um numero maior do
que o esperado seria observado para o haplétipo em desequilibrio (Ridley, 1996).
Oportunamente, serao discutidos exemplos de fatores que poderiam colaborar na
manutengao destes desequilibrios.

Varias formas de selecao natural foram propostas até o0 momento, sendo
gue todas elas preconizam como primordiais a variagdo nas freqiéncias e o tempo
relacionado as sucessivas geragdes. Dentre estas formas, a sele¢cao direcional de
mutagdes vantajosas seria a principal responsavel pelas substituicbes génicas ao
longo de geragdes, ou seja, o resultado de processos adaptativos de variantes alélicas
que contribuissem, em condigdo sine qua non, a adaptabilidade dos individuos

portadores. Este tipo de selecao € responsavel pelo aumento nas freqiéncias de
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alguns alelos ou combinagbées de genes, em detrimento dos demais, devido as
modificagbes ambientais ou ao aparecimento de alelos ou combinagdes alélicas
favoraveis. Esta forma de selecdao pode levar a fixagdo de alguns alelos e,
consequentemente, a eliminagao de outros.

Outra forma de selegcao, chamada de selegao balanceada, pode incluir
varios tipos de processos seletivos, mas que, de maneira geral, possibilitam a
manutencao dos polimorfismos, promovendo a permanéncia de dois ou mais alelos em
um loco ou mais de uma variante cromossdmica nas populagoes (Dobzhansky, 1973).
Assim, os polimorfismos seriam mantidos quando a existéncia de mais de uma forma
alélica para determinado loco génico promovesse alguma vantagem para o0 organismo
ou populagao. Desta forma, a substituicao génica e o polimorfismo poderiam ser
interpretados como diferentes fendmenos influenciados por diferentes forgas
evolutivas.

Uma das formas de selecao balanceada pode ser determinada pela
vantagem do heterozigoto ou sobredominancia, que em ultima analise, ocorre quando
0 heterozigoto apresenta maior valor adaptativo em relagao aos dois homozigotos.
Embora muitos autores tenham sugerido que os polimorfismos encontrados nas
populagbes naturais sejam mantidos por modos seletivos balanceados, estes ainda
nao foram demonstrados convincentemente. Um dos exemplos mais difundidos na
Biologia Evolutiva refere-se a anemia falciforme humana (Allison, 1961; Cavalli-Sforza
& Bodmer, 1971 apud Futuyma, 1992).

Outra forma de selegao balanceada que pode auxiliar na manutengao dos

polimorfismos em populagdes € chamada de sele¢ao dependente da freqiiéncia. Neste

caso, os valores adaptativos nao sdo constantes e dependem da frequéncia genotipica
e, desta forma, se o valor adaptativo do gendtipo menos freqiiente for maior que os
demais, um equilibrio estavel pode ser instalado. Um exemplo deste tipo de selegao foi
relatado por Sheppard & Cook (1962) com a mariposa Panaxia dominula. Nesta
espécie, um loco controla a quantidade de pigmento preto nas asas e, individuos
portadores dos trés gendtipos preferem cruzar-se com portadores de outros genétipos.
Como nesta espécie as fémeas cruzam-se apenas uma vez na vida e, os machos,
estdo aptos a cruzarem-se com muitas fémeas virgens, machos portadores de
genotipos mais raros terao uma vantagem sobre aqueles mais frequentes, pois serao
atraidos preferencialmente pelas fémeas mais comuns, aumentando as frequéncias do

alelo raro que possuem.
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Segundo Futuyma (1992), a manutencao da variabilidade genética nas
populagdes poderia ser devida a deteccdo de um polimorfismo transitério que

demonstraria estar o loco nao em equilibrio, mas sim, em um estado transiente, pois a

selecao estaria dirigindo um alelo para a fixagao, ou ainda, que o loco estaria ligado a

outros genes que estariam sendo selecionados positivamente. Além disso, a
variabilidade também poderia ser alcangada pela taxa de mutagao recorrente ou pelo
fluxo génico entre populagdes, em contraposicao a selecao que tenderia a fixar um
alelo em particular. Assim, a presenca de variabilidade genética pode ser explicada
atraves de diferentes proposi¢goes e entdao, nem sempre caracterizaria a existéncia de
polimorfismo nas populagoes.

A partir do crescente acumulo de dados acerca das sequéncias de
aminoacidos de varias proteinas e de sequéncias de nucleotideos, novos modelos e
hipoteses surgiram para explicar a manutencdo de polimorfismos nas populagoes.
Kimura, propondo uma nova teoria em 1968, afirmou que a maioria das alteragoes
moleculares observadas nas linhagens filogenéticas era devida a fixacao aleatdria de
mutagbes neutras ou quase neutras. Esta corrente, conhecida atualmente como
neutralismo, parte do pressuposto que a maioria das mudangas moleculares evolutivas
e grande parte da variabilidade molecular intraespecifica ndo sao devidas a selecao
positiva de alelos vantajosos, nem mesmo a sele¢ao estabilizadora, mas decorrente da
deriva genética de alelos que sao seletivamente neutros.

O processo responsavel pelas mudancas nas freqiiéncias génicas seria,
entao, a deriva genética, acarretando mudangas casuais nas frequéncias, ao longo das
geragoes, principalmente nas populagdées pequenas, sem a participacao da selegao
natural, dado que os alelos nao possuam diferengas apreciaveis no valor adaptativo.
Fuerst et al. (1977) e Watterson (1978) demonstraram aderéncia ao modelo neutro
entre as curvas de variagcdo das frequéncias alélicas no tempo e as obtidas
teoricamente a partir da hipotese de deriva genética, embora uma série de ajustes
matematicos tenham sido feitos, principalmente para permitir a ponderagao de fatores
como fluxo génico, tamanho efetivo da populagao ou selegdo. Desta forma, alguns
autores, entre eles Ohta (1974, 1992), propuseram a necessidade de modificar tais
modelos, admitindo que a maioria das mutagdes sao ligeiramente deletérias, ao invés
de plenamente neutras.

O termo “neutralidade” nao significa que todos os alelos de um
determinado loco possuam a mesma adaptabilidade e, sendo assim, a sele¢ao natural
deve atuar, mas com tao pouca intensidade que nao é suficiente para influenciar a
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manutencdo das variantes. A casualidade nos processos estocasticos de deriva
genética € que determinaria a composi¢cao genética das populagdes, em termos de
frequéncias génicas. A qualquer tempo, as frequéncias observadas retratariam,
segundo este ponto de vista, uma situacao efémera, de transicdo, em um processo
dinamico. Portanto, esta corrente admite que os polimorfismos e as substituicoes de
variantes alélicas sejam consequéncias de um mesmo processo estocastico de
surgimento, fixacao aleatéria e extincao de alelos.

Em esséncia, uma das principais discordancias entre os modelos
neutralistas e selecionistas diz respeito a distribuicao dos valores adaptativos dos
alelos mutantes. Ambas as teorias concordam que a maioria das muta¢gdes novas sao
deletérias e que sédo rapidamente removidas da populagdo, tanto que elas nao
contribuem nem para as taxas de substituicao nem para a quantidade de polimorfismo
nas populagdes. A diferenga encontra-se na proporg¢ao relativa de mutagdées neutras
entre as mutagdes nao-deletérias. Segundo o selecionismo, pouquissimas mutagdes
sao seletivamente neutras e, de acordo com o neutralismo, a maioria das mutagées
nao-deletérias sao efetivamente neutras, ou seja, ndao contribuiriam nem pré e nem
contra o valor adaptativo dos individuos (Kimura, 1983).

Visto que a evolugao adaptativa pode ser definida como o processo
direcionado de mudangas genéticas nas populagdes, as alteragées nas frequéncias
alélicas ao longo das geragdes sdo o componente basico da evolugado. Para que uma
nova mutagao torne-se importante do ponto de vista evolutivo, ela deve ter a sua
frequéncia aumentada até que seja fixada na populagao, ou seja, todos os individuos
de uma geragao futura devem possuir o mesmo alelo. Sem aumento na sua
freqiéncia, uma nova mutagao tera nenhum, ou no maximo poucos efeitos na histéria
evolutiva das espécies. Todavia, as taxas de mutagao recorrente nao sao suficientes
para promover este aumento, havendo entao a necessidade de que outros fatores
atuem, entre eles, a selecao natural e a deriva genética, para que ocorra a fixagéao, ou
entao, fatores como a selecao, a recombinagao e a migragcao, para que a variabilidade
seja mantida.

Algumas evidéncias da ocorréncia de polimorfismos enzimaticos em

populagdes naturais e experimentais e, a complexa questao dos fatores responsaveis

pela sua manutengao, tém sido amplo material de investigagao em Biologia Evolutiva.
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1.3. Estudo dos polimorfismos em populagées experimentais

Segundo Futuyma (1992), o estudo dos fatores seletivos que manteriam
os polimorfismos nas populagdes deve ser realizado considerando-se algumas
premissas, tais como: bom tamanho populacional, para que os efeitos de deriva
genética sejam atenuados; numero suficiente de geragoes, para que as diferengas nas
freqliéncias genotipicas possam ser identificadas e acompanhadas durante o tempo; e,
em alguns casos, perturbagao controlada do ambiente, impondo obstaculos diferentes
aos genodtipos ou mantendo a sua homogeneidade. Desta forma, as populagoes
experimentais sdo um instrumento muito importante para a pesquisa em Biologia
Evolutiva, principalmente em se tratando de polimorfismos, pois em laboratdrio estas
necessidades metodoldgicas sao mais facilmente conseguidas. Muitos estudos
valeram-se desta estratégia na busca de um melhor entendimento acerca da variagao,
de sua origem e de sua manutengao.

Utilizando 13 populagdes experimentais de D. willistoni com alto grau de
heterozigose, em 22 polimorfismos eletroforéticos, Powell (1971) observou uma
variabilidade significativamente maior naquelas mantidas em ambientes artificiais mais
variaveis quanto ao alimento ou a temperatura apés 15 geragdes. Este autor propds
que quanto maior a diversidade ambiental, maior a variabilidade mantida pela seleg¢ao
natural. Logo a seguir, King (1972) discutiu esta proposi¢ao, primeiramente afirmando
que como esta espécie apresenta muitas inversoes pequenas em todos os bragos
cromossOmicos, genes seletivamente importantes mantidos nestas inversdes € que
estavam na verdade sendo detectados. Este autor sugeriu que a variabilidade
observada era em sua grande maioria neutra e mantida por sobredominancia
associativa. Em consequéncia disto, a unidade de selecdo nao estava centrada nestes
genes, mas sim, em alguns poucos sob forte pressdo de selegao, localizados
proximamente aos marcadores eletroforéticos estudados. Todavia, Powell (1972)
argumentou que suas conclusdes basearam-se na auséncia de correlagdes positivas

observadas em populagdes naturais desta espécie, em relagdo a determinadas

inversdes e seus alelos, ou entao, entre heterozigose cromossdmica e heterozigose
enzimatica.

McDonald & Ayala (1974), estudando D. pseudoobscura, utilizaram-se
basicamente da mesma metodologia em popula¢gdes fundadas a partir de moscas
capturadas em um ambiente considerado constante e, em trés ambientes com
condigdes flutuantes e com complexidade cada vez maior. Apos muitas geragdes, foi
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mantida maior variabilidade nos 20 locos eletroforéticos estudados nas populagées
fundadas a partir de moscas de ambientes estaveis, em relagdo aquelas dos
ambientes heterogéneos, indo de encontro a proposta de Powell (op.cit.). Todavia, o
segundo questionamento ainda permaneceu nao respondido, ou seja, que genes
intimamente ligados seriam as verdadeiras unidades de sele¢ao?

Minawa & Birley (1975) observaram fortes indicios da ocorréncia de
selecao em pelo menos 8 locos estudados apds 200 geragdes, em populagdes
experimentais de D. melanogaster, fundadas a partir de 2000 moscas. Os autores
argumentaram que o grande numero inicial de moscas e a longa duragdo do
experimento com cultura em massa, devam ter sido suficientemente eficazes para
eliminagao do desequilibrio de ligagao como fator de alteragao de frequéncias alélicas.
Além disso, entre as réplicas do experimento - duas para cada um dos trés ambientes
com diferentes graus de heterogeneidade e duas para o ambiente homogéneo - nao
foram observadas diferengas significantes entre as freqiiéncias de alguns alelos,
indicando que a selec¢ao afetava as réplicas das populagdes da mesma forma.

Yamazaki (1971), estudando o polimorfismo da esterase-5 em
populagbes experimentais de D. pseudoobscura, nao observou alteragdes nas
freqléncias alélicas para o equilibrio, ao longo dos 20 meses de duragéo do estudo. A
homogeneidade das freqiéncias pode ter sido devida a problemas metodoldgicos, pois
algumas diferengcas em adaptabilidade de certos alelos sé poderiam ter sido
observadas se os individuos fossem submetidos a condicdes ambientais particulares.
Um exemplo € a utilizagao de meios saturados de alcool etilico, o substrato da alcool
desidrogenase de D. melanogaster, procedimento adotado por Clarke (1975) e Van
Delden et al. (1978).

Arnason (1982) estudou o polimorfismo de outras duas enzimas
digestivas, em D. pseudoobscura: a malato desidrogenase (MDH) do cromossomo IV e
a esterase-5 (EST-5) ligada ao cromossomo X, na tentativa de elucidar as questdes
relativas aos modos de manutengdo destes polimorfismos nas populagoes.
Populagbes pequenas (aproximadamente 50 individuos) e grandes (cerca de 1350
individuos) foram iniciadas com frequéncias alélicas iguais a 50%, que sao diferentes

daquelas observadas na natureza: o alelo Mdh'®® foi observado naturalmente nas

populagoes que originaram as linhagens experimentais em frequéncia proxima a 6% e,

12 com aproximadamente 4%. Quatro amostras de moscas adultas foram

o alelo Est-5
coletadas ao longo do experimento que durou cerca de 400 dias. A partir dos

resultados obtidos para a MDH, o autor sugeriu que as diferencas seletivas observadas
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entre os dois alelos estudados (Mdh'® e Mdh'?°) corroboram o ponto de vista

neutralista, pois estas diferengcas foram menores que 1%. Todavia, os resultados
observados para a dispersao ao longo das geragdes dos seis alelos estudados da
EST-5 (Est-5%%, Est5"%, Est-5'% Est-5"%, Est-5'% e Est-5"'%) foram incompativeis
com as premissas do neutralismo pois algum tipo de selegcao estabilizadora deveria

12 20 nivel médio de

estar envolvida na reducédo dos valores iniciais do alelo Est-5
40%.

A alcool desidrogenase (ADH) € uma enzima que catalisa a oxidagao de
uma grande variedade de alcoois, em aldeidos ou cetonas, e a redugdo de NAD* em
NADH, promovendo a desintoxicagdo do organismo (O'Brien & Maclintyre, 1978). Em
D. melanogaster, a ADH possui duas subunidades idénticas, cada uma com 254
residuos de aminoacidos e peso molecular préximo a 27.400 daltons. As populagdes
naturais desta espécie geralmente contém dois alelos comuns, designados de Adh® e
Adh’, cujos produtos diferem em um dnico aminoacido na posigao 192 (Fletcher et al.,
1978; Kreitman, 1983). Outras variantes enzimaticas muito raras podem ser
encontradas, incluindo mutantes sem atividade catalitica que, geralmente, também
envolvem a substituicdo de apenas um aminoacido (Chambers et al., 1981).

Com atividade bioldgica nao vital, visto que linhagens de Drosophila Adh-
nulas sobrevivem normalmente em cultura, a alcool desidrogenase € principalmente
encontrada nos tecidos gordurosos, no intestino e nos tubulos de Malpighi de larvas e
adultos (Van Delden, 1982). Como as atividades cataliticas in vitro das trés formas
mais comuns s3o diferentes, ou seja: AdhT/Adh" > Adhf/Adh® > Adh°/Adh®, pode-se
prever que estes alelomorfos proporcionem diferentes habilidades de desintoxicagao
alcodlica, positivamente associadas as suas atividades cataliticas, o que resultaria em
diferencas nos valores adaptativos dos gendtipos. Desta forma, este autor sugeriu que
devido aos varios aspectos relacionados ao polimorfismo desta enzima, ao seu papel
fisiolégico e ecoldgico, a hipétese da neutralidade na sua manutengao nas populagoes
fica praticamente descartada, atribuindo-se a selecao um papel crucial nos resultados
observados.

O valor adaptativo de um gendétipo mantido por selegcao dependente da
frequéncia pode ser o resultado de uma facilitagao entre gendtipos, pela produgao de
residuos do metabolismo ou pelo uso diferencial dos recursos ambientais. Contudo, é
muito dificil isolar e identificar qualquer residuo de importancia, ou ainda, entender por
quais maneiras os genotipos compartiham o ambiente. Assim, existe uma grande
dificuldade na interpretagao dos resultados experimentais que mostram efeitos
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seletivos dependentes da frequéncia, principalmente devido ao desconhecimento dos
mecanismos fisioldgicos exatos que produzem estes efeitos.

Haj-Ahmad & Hickey (1982) investigaram quais mecanismos estariam
associados com a selecao dependente da freqiéncia no loco da amilase, em
populagdes experimentais de D. melanogaster e observaram que a ocorréncia de
excrementos da forma cataliticamente ativa da enzima no meio de cultura, e seus
efeitos sobre a sua composigéo, estavam correlacionados com os resultados da
competicao intraespecifica entre genodtipos amilase-deficientes e normais. Apenas
estes ultimos excretavam a forma ativa no meio de cultura, promovendo a digestao do
amido. Este fato indica que o aumento da viabilidade dos mutantes amilase-deficientes
depende da frequéncia do gendtipo normal em culturas com os dois genétipos,
mantidos com uma dieta rica desse polissacarideo.

Outro exemplo de selecao dependente da frequéncia envolvendo um loco
enzimatico foi relatado por Tosic & Ayala (1981), em D. pseudoobscura. Estes autores
estudaram diferengcas na produtividade de moscas que diferiam em dois alelos da

malato desidrogenase-2 U'V.'n*';h-zS e Mdh-Z ), mantidas em culturas com diferentes

densidades (alta e baixa) e com diferentes combinagdes de genétipos (Mdh-2°/ Mdh-

2°, Mdh-2°/ Mdh-Z* e Mdh-27/ Mdh-2F), dois a dois, ou todos reunidos. Tendo como
controle as culturas iniciadas com apenas um dos genotipos, estes autores verificaram
que diferentes gendtipos eram variavelmente afetados e que, da mesma forma, os
seus valores adaptativos eram também afetados de modo diverso, segundo a
combinagao de gendtipos em competicdo. Quando os trés gendtipos estavam
presentes, principalmente em altas densidades populacionais, a competi¢cao
intergenotipica era menos intensa que a intragenotipica, observada no controle, ou
seja, os trés genotipos juntos exploravam os recursos ambientais de uma maneira
mais eficiente do que quando cada um deles estava sozinho em cultura. Ainda, os
autores propuseram que o valor adaptativo dos gendétipos seria dependente da
frequéncia tanto nas combinag¢des de dois como dentre os trés gendtipos e, que uma
relacdo inversa entre a freqiéncia e o valor adaptativo, observada nas culturas
apinhadas, poderia levar a um polimorfismo estavel, pelo fato do valor adaptativo de
um gendétipo ser maior quando a sua frequéncia decrescia.

Como discutido por Wills (1981), o polimorfismo de dois alelos poderia ser
mantido na populagdo se ambos os homozigotos fossem menos aptos que o
heterozigoto, embora Lewontin (1974) tenha considerado que casos de excesso de
heterozigotos ou de vantagem aparente destes gendtipos sejam muito raros. Além
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disso, Richmond & Powell (1970) e Wills & Nichols (1971, 1972) sugeriram que estes
casos possam ser devidos a sobredominancia associativa, ou ao efeito de ligacéao.
Como ja apresentado, a sobredominancia refere-se ao fato de que a expresséao de um
carater no heterozigoto € mais acentuada que nos homozigotos. Ainda, uma forma
disto ocorrer, é se blocos de genes intimamente ligados ao alelo em questao incluir
genes nao-alelos subvitais. Um heterozigoto para este loco pode ndo ser mais apto
que os homozigotos sob as condigbes experimentais, mas aparentar ser devido a
complementacgao dos alelos subvitais ligados. Conclui-se que estudos ainda devam ser
realizados para que generalizagdes acerca dos polimorfismos aloenzimaticos,
principalmente a favor ou contrarias a selegao, possam ser propostas.

Os estudos com populagdes experimentais sédo, sem duvida, importantes
para o entendimento das forcas que atuam na manutengdo dos polimorfismos, ou
ainda, daquelas que os eliminam. Todavia, as condi¢gdes laboratoriais controladas se,
por um lado, fornecem a confiabilidade metodolégica na discussao dos resultados
obtidos, por outro, jamais reproduzem aquelas encontradas na natureza, apesar de
serem por varias vezes muito préximas.

Alguns autores tém-se dedicado ao estudo de populagdes naturais. Nevo
et al. (1984) realizaram uma ampla revisao acerca dos niveis de diversidade genética,
representados pela variagao protéica, a partir dos resultados de estudos sobre a
variabilidade aloenzimatica de populagdes naturais de 1111 espécies distribuidas em
10 taxons: mamiferos, aves, répteis, anfibios, peixes, crustaceos, insetos (excluindo-se
Drosophila), Drosophila, moluscos e dicotileddneas. Os autores evidenciaram que os
niveis de diversidade enzimatica tém variacao nao casual entre populac¢des, espécies e
taxons, quando considerados parametros ecoldgicos (tipo de habitat, regiao climatica,

etc.), demograficos (tamanho e estrutura da populagao, fluxo génico, etc.) e da histéria

da vida (longevidade, fecundidade, sistema de acasalamento, etc.).

Ainda, concluiram os autores, que a diversidade protéica das espécies
encontra-se, de maneira geral, positivamente correlacionada com a amplitude das
barreiras climaticas, geograficas e de habitats superaveis pelos organismos e, que
parametros ecolégicos possuem maior importancia para a explicagao da variabilidade
enzimatica, seguido pelos demograficos e da histéria da vida (90%, 39% e 3,5%, em
média, respectivamente). Outros estudos com populagdes naturais serao apresentados

a sequir.
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manutengao das variantes. A casualidade nos processos estocasticos de deriva
genética é que determinaria a composigao genética das populagdes, em termos de
freqiéncias génicas. A qualquer tempo, as freqiéncias observadas retratariam,
segundo este ponto de vista, uma situagcao efémera, de transicdo, em um processo
dinamico. Portanto, esta corrente admite que os polimorfismos e as substituicdes de
variantes alélicas sejam consequéncias de um mesmo processo estocastico de
surgimento, fixagao aleatéria e extingao de alelos.

Em esséncia, uma das principais discordancias entre os modelos
neutralistas e selecionistas diz respeito a distribuicdo dos valores adaptativos dos
alelos mutantes. Ambas as teorias concordam que a maioria das mutagées novas sao
deletérias e que sao rapidamente removidas da populagao, tanto que elas nao
contribuem nem para as taxas de substituicao nem para a quantidade de polimorfismo
nas populagoes. A diferenga encontra-se na proporgao relativa de mutagdes neutras
entre as mutagdes nao-deletérias. Segundo o selecionismo, pouquissimas mutagdes
sao seletivamente neutras e, de acordo com o neutralismo, a maioria das mutagoes
nao-deletérias sao efetivamente neutras, ou seja, nao contribuiriam nem pré e nem
contra o valor adaptativo dos individuos (Kimura, 1983).

Visto que a evolugao adaptativa pode ser definida como o processo
direcionado de mudancgas genéticas nas populagdes, as alteragées nas frequéncias
alélicas ao longo das geragdes sdao o componente basico da evolugao. Para que uma
nova mutagcao torne-se importante do ponto de vista evolutivo, ela deve ter a sua
freqiéncia aumentada até que seja fixada na populagao, ou seja, todos os individuos
de uma geragao futura devem possuir o0 mesmo alelo. Sem aumento na sua
frequéncia, uma nova mutagao tera nenhum, ou no maximo poucos efeitos na histéria
evolutiva das espécies. Todavia, as taxas de mutagdo recorrente nao sao suficientes
para promover este aumento, havendo entdo a necessidade de que outros fatores

atuem, entre eles, a selecao natural e a deriva genética, para que ocorra a fixagéao, ou

entao, fatores como a sele¢ao, a recombinagao e a migragao, para que a variabilidade
seja mantida.

Algumas evidéncias da ocorréncia de polimorfismos enzimaticos em
populagdes naturais e experimentais e, a complexa questao dos fatores responsaveis
pela sua manutencgao, tém sido amplo material de investigagao em Biologia Evolutiva.
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I.4. Estudo dos polimorfismos em populagoes naturais

Morton (1964) e Morton et al. (1966) encontraram pequena evidéncia de
selegcao atuando em 14 locos polimérficos, analisando uma amostra de 1068 familias
humanas do noroeste brasileiro. Nenhuma diferenga significantes foi encontrada entre
criangas e adultos na freqiiéncia de quaisquer dos locos. Ao contrario, encontra-se na
literatura muitos relatos de vantagem do heterozigoto com o aumento da idade. Koehn
et al. (1973, 1976) e Tracey et al. (1975), mostraram que mexilhdes mais velhos ou
ostras mais largas apresentaram menor desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg em
relagao aos mais jovens. Além disso, os heterozigotos sobreviveram melhor ou se
desenvolveram mais rapido. Entretanto, Wills (1981) sugeriu que no caso de
organismos parcialmente endocruzados isto pode quase que certamente ser atribuido
a sobredominancia associativa, embora o efeito da selecao atuando em polimorfismos
funcionais seja provavelmente pequeno em populagdées exocruzantes.

Butlin et al. (1982) estudaram as frequéncias alélicas para a alcool
desidrogenase de sete populagdes geograficas do diptero Coelopa frigida, durante seis

anos, e verificaram o excesso de heterozigotos Adh®/Adh® e a deficiéncia de

homozigotos para cada alelo, em praticamente todas elas, de modo diferente ao
esperado segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg. Pelo fato de estarem isoladas
umas das outras e, desta forma, nao ser possivel o fluxo génico entre as populagdes,
os autores sugeriram a existéncia de sele¢ao balanceada favorecendo os genoétipos
heterozigotos, que sobreviveriam em taxas maiores, ou ainda, que deixariam mais
descendentes do que os homozigotos. Todavia, visto que este gene esta localizado em
uma inversao cromossdmica, nao fica claro se a selecao estaria favorecendo
diretamente os heterozigotos, genes muito préximos ou supergenes em inversoes.

A partir de experimentos que utilizaram a presenca de inversées
cromossOmicas paracéntricas em algumas populagdes naturais de Drosophila, alguns
autores contribuiram para o esclarecimento de questdes relacionadas ao desequilibrio
de ligagao. Por exemplo, a maior adaptabilidade proporcionada por algumas variantes
enzimaticas poderia ser explicada como o reflexo de um aumento nas chances de
sobrevivéncia e reprodugao dos individuos que as possuem, resultantes de uma

vantagem funcional destas enzimas ou, por outro lado, como o reflexo de genes
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intimamente ligados a este loco, segregando-se como um supergene, em Conecgao a
um determinado alelo.

Markow et al. (1993) forneceram evidéncias para propor que O
polimorfismo dos antigenos HLA humanos, o principal complexo génico de
histocompatibilidade, seja mantido através de selecéo balanceada. A partir do estudo
dos locos HLA-A e HLA-B de individuos nativos isolados, da tribo Havasupai,
habitantes do estado do Arizona, EUA, estes autores identificaram quatro alelos no
loco HLA-A e oito no loco HLA-B e, em 20 dos 32 haplétipos possiveis neste sistema
de dois locos foi encontrada uma associagao estatisticamente significante entre cinco
dos seis haplétipos mais comuns, exibindo um alto desequilibrio de ligagao. Foi
também observado um excessivo acumulo de heterozigotos em ambos os locos,
desviando do esperado segundo as proporgdes de Hardy-Weinberg, o que nao pode
ser atribuido a causas nao-seletivas, como por exemplo, diferentes freqiiéncias alélicas
em homens e mulheres, ou ainda, cruzamentos consanguiineos preferenciais. Estas
observagdes sugerem, entao, que a selecao balanceada é de principal importancia na
manutenc¢ao do polimorfismo nestes dois locos.

Muitos estudos sobre a dinamica de caracteres quantitativos enfatizaram
0s casos classicos de selegao fraca sobre um carater controlado por um grande
nimero de locos génicos (Barton & Turelli, 1989). Além disso, como citado por Orr &
Coyne (1992), a evidéncia de que caracteres quantitativos sdo controlados por varios
locos nao significa que diversos tragos qualitativos possam ser controlados por um
numero pequeno deles. Neste caso, a selegao sobre um certo loco génico alterando
um determinado trago deve, de fato, ser muito forte. Ainda, Endler (1986) sugere que
em populagdes naturais, a sele¢cao estabilizadora favorega um fendtipo intermediario
otimo para alguns tragos quantitativos. Todavia, a mutagao deve ser incorporada a
explicagao pois, segundo Futuyma (1992), este tipo de selecéo tende a reduzir a
variabilidade genética em tragos poligénicos.

Os efeitos que o intracruzamento produz sobre a fixagao e a segregagao

de genes raramente foram confirmados através de observagdes diretas. McGoldrick &

Hedgecock (1997) investigaram a fixagao, a segregacao e a ligagcao de alozimas na
progénie de hermafroditas auto-fertiizados de uma espécie de ostra do Oceano
Pacifico (Crassostrea gigas) e observaram que a taxa de fixagao ponderada por loco,
individuos e familias, era significativamente menor que o valor esperado de 0,5. Além
disso, a taxa de segregac¢ao (127:243:54) desviava do esperado 1:2:1, principalmente
a respeito de homozigotos para alelos de menor frequéncia na populagao. Os autores
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sugeriram que a selegdo para a viabilidade estaria condicionada ao gendtipo dos
fundadores, atuando sobre dois grupos de ligagao, com intera¢des entre fatores cis-
ligados e backgrounds polimérficos reguladores.

A partir de preceitos adaptacionistas, em um ambiente estavel, a
variabilidade genética é mantida em niveis minimos, em contraposi¢cao aos ambientes
sujeitos a mudangas constantes que possuem populagdes com maior variabilidade
genética. Desta forma, as populagdes que habitam regides de grande estabilidade
ambiental, como as fossas oceanicas abissais, apresentariam menor variabilidade se
comparadas as populagdes que habitassem regides marinhas intermediarias. Todavia,
podem ser encontrados exemplos contrarios, com populagées intermediarias de peixes
apresentando uma variabilidade enzimatica muito aquém da esperada, quando
comparadas com as de zonas mais profundas (Futuyma, 1992; Ridley, 1996). Uma das
possiveis explicagdes baseia-se na suposi¢cdo de que as populagbes das zonas
intermediarias apresentam, neste caso, menor variabilidade pelo fato de serem
justamente estes alelos em fixagcao os selecionados a favor, por participarem
efetivamente da adaptabilidade dos individuos neste ambiente mais perturbado. Sob o
ponto de vista adaptacionista, nas zonas seletivamente mais amenas, a variabilidade
populacional continua sendo pequena pois os alelos que promovem maior
adaptabilidade ja estariam fixados.

Estudos sobre a genética de populagdes de moluscos marinhos, que
possuem uma grande variabilidade protéica detectavel eletroforeticamente, tém
contribuido para a elucidagéo do debate sobre se esta variabilidade possui significado
adaptativo. A heterozigose de alozimas esta diretamente relacionada com tragos
associados ao valor adaptativo destes animais. Por exemplo, uma associagao
significante entre o peso médio e a heterozigose destas enzimas foi detectada em
populagdes naturais de bivalves marinhos por Zouros et al. (1980). Além disso, esta
heterozigose € negativamente correlacionada a taxa de respiragao, fornecendo uma
razao fisiolégica para a correlagdo positiva entre heterozigose e taxa de crescimento

(Hilbish et al., 1994). Duas hipoteses foram propostas para tentar explicar estas

observagdes: a hipétese da sobredominancia, que indica um papel funcional direto das

alozimas para o valor adaptativo e, a hipétese da sobredominancia associativa, que
sugere, para as alozimas, o papel de marcadores genéticos, que estao indiretamente
associados com tragos relacionados ao valor adaptativo em desequilibrio de ligagao
com alelos recessivos deletérios (McGoldrick & Hedgecock, 1997).
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I.5. Objetivos

A observagdo da manutencdo dos alelos Est-8° e Est-8" do loco da

esterase-8 nos estoques de Drosophila mulleri motivou a realizagao deste trabalho com

0s seguintes objetivos:

a) estudar a dinamica de dispersdo dos alelos Est-8° e Est-8" da

esterase-8 em popula¢des experimentais ao longo de 30 geragoes;

b) decompor o valor adaptativo total em componentes relativos a
produtividade, ao tempo de desenvolvimento, a longevidade e a
viabilidade, em diferentes fases do desenvolvimento e, avaliar
diferengas na expressdo destes componentes entre as linhagens

homozigotas e heterozigotas para a esterase-8;

c) verificar se algum modelo seletivo explica as variagdes nas freqiiéncias
génicas, bem como, identificar os fatores evolutivos atuantes no
polimorfismo dos alelos Est® e Est’ e, suas expressoes ao longo das

geragoes.
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Il. MATERIAL E METODOS

Para a realizagao do presente trabalho foram utilizados dois laboratérios
do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sao José do Rio Preto -
UNESP: a) Laboratério de Populagdes de Drosophila (Departamento de Biologia) para
os procedimentos que envolveram a manutengdo e o manejo das populagdes
experimentais, bem como, para a montagem, a manipulagao, a execugéo e a analise
dos cruzamentos; b) Laboratério de Genética Bioquimica (Departamento de Quimica e
Geociéncias) para a realizagao das eletroforeses e das demais técnicas de preparo

das amostras e dos géis.

I.1. Obtencao e manutenc¢ao dos genétipos

As linhagens de Drosophila mulleri, fundadas a partir de moscas
coletadas em Guayalejo, México, foram obtidas em 1976, dos estoques do Genetics
Foundation (University of Texas - USA).

Neste trabalho, a partir dos estoques de D. mulleri mantidos no

Laboratério de Populagdes de Drosophila, que continham variantes “slow’ (lenta) e

“fasf’ (rapida) para o loco da esterase-8, classificadas por Ceron (1988) de acordo com
a mobilidade eletroforética, foram isoladas duas linhagens homozigotas. A
caracterizagao da linhagem “lenta” baseou-se na presengca de uma banda com

expressao esterasica mais préxima da origem da corrida (anodo) em comparagao com
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a linhagem “rapida”, caracterizada pela presenga de uma banda esterasica mais
afastada da origem.

Para melhor apresentagao das linhagens adotou-se as abreviagoes Est®,

representando o alelo “slow”, e Est’, representando o alelo “fasf’. Da mesma forma,
as linhagens homozigotas para Est® foram representadas por Est’/Est®, as
homozigotas Est", por Est'/Est’ e, as linhagens heterozigotas, por Est’/Est™ (com o
alelo Est" de origem materna) e por Est'/Est® (com o alelo Est® de origem materna).
Todos os experimentos foram realizados utilizando-se meio de cultura
banana-agar e os tubos, ou garrafas, foram mantidos em camara de temperatura
constante a 25°C+1°C, com fotoperiodo claro-escuro de aproximadamente 12 horas.
Como estoque, foram utilizadas 50 garrafas de cada linhagem, com
repiques a cada 25 dias, das quais foram obtidos os individuos para a realizagao dos

experimentos.

11.2. Obtencao dos hibridos

Foram coletados das garrafas do estoque, 500 machos e 500 fémeas
recém-emergidos de cada linhagem e mantidos isolados em garrafas com meio de
cultura, durante sete dias, para que ocorresse o completo amadurecimento sexual. A
partir deste periodo foram realizados cruzamentos em massa (50 casais por garrafa),
nas duas diregdes de cruzamento: fémeas Est®/Est®> com machos Est/Est’, para a
obtengao dos individuos Est?/Est® e, fémeas Est'/Est” com machos Est’/Est®, para

obtengao dos individuos Est®/Est".

I.3. Estudo das freqiiéncias génicas e genotipicas em populagoes

experimentais

Foram fundadas cinco popula¢gdes experimentais com diferentes
frequéncias génicas iniciais, com cinco réplicas cada uma, utilizando-se duzentos
casais virgens, com sete dias de idade, em garrafas de % de litro. Por nao haverem
condi¢Oes experimentais para a manutengao das cinco replicas de cada populagao,
duas foram descartadas. As frequéncias iniciais e os numeros de individuos utilizados

na fundagao de cada populagao sao apresentados no quadro a seguir:
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Freqiiéncias Individuos Individuos
génicas iniciais Est’/Est® Est7/Est”

Populacao

Est® Est® | Machos | Fémeas | Machos | Fémeas
50,00 50,00 100 100 100 100
25,00 75,00 50 50 150 150
75,00 25,00 150 150 50 50
12,50 87,50 25 25 175 175
87,50 12,50 175 175 25 25

As populagbes foram mantidas através da técnica da transferéncia
seriada, proposta por Buzzati-Traverso (1955), modificada por Dobzhansky &
Pavlovsky (1961) e descrita em Tadei & Mourao (1981), com sete dias entre cada
transferéncia dos individuos adultos. Desta forma, cada réplica era mantida com cinco
garrafas, ou seja: a quinta garrafa, e mais nova, mantinha a parcela adulta da
populagao; a quarta garrafa, mantinha os ovos e as larvas em seus estagios mais
iniciais; a terceira, mantinha as larvas mais desenvolvidas e algumas pupas; a segunda
garrafa, mantinha as pupas mais velhas e alguns imagos recém-emergidos; e,
finalmente, a primeira garrafa mantinha os imagos jovens. Os imagos da primeira e da
quinta garrafas eram entao transferidos para uma nova garrafa (sexta garrafa) e a
primeira garrafa (a mais velha) era descartada.

Na proxima transferéncia, os imagos da sexta e da segunda garrafas
eram transferidos para a sétima garrafa, com descarte da segunda. Assim,
sucessivamente a cada sete dias, era descartada a mais velha das cinco garrafas apos
a transferéncia de seus imagos para a nova garrafa que era acrescentada na série.

A cada trés geragdes, ou seja, a cada sete transferéncias, uma amostra
de aproximadamente 30 machos e 30 fémeas era retirada da parcela adulta de cada
uma das trés réplicas de cada uma das cinco populag¢des. As moscas foram mantidas
a temperatura de -16°C para posterior analise eletroforética.

Foram amostradas as geragdes de numero 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24,
27 e 30.
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I.4. Eletroforese

As andlises eletroforéticas em gel de poliacrilamida seguiram a técnica
adaptada a partir do protocolo de Ceron (1988). Basicamente, a técnica consiste em
expor as proteinas a uma corrente elétrica, para que ocorra a migragdo destas
moléculas através do gel em diregao ao catodo, com diferentes velocidades, impostas
pelos diferentes pesos moleculares e/ou cargas elétricas destas proteinas.

Para o estudo das populagdes experimentais, os géis de poliacrilamida
foram polimerizados entre duas placas de vidro de 11 x 31cm (altura x largura), com
espagamento de 1mm, adaptando-se um pente para 45 amostras. O modelo da cuba
permitiu a utilizagdo de dois géis, possibilitando a separagao eletroforética de até 90
amostras simultaneamente.

No presente trabalho, utilizou-se gel de poliacrilamida (acrilamida/

bisacrilamida) a 10%, a partir da seguinte formulagéo, para 60,0mL:

Tampao do gel Tris-HCI 1,5M, pH 8,8
Agua destilada_____

Apds a introdugao do TEMED, a solugao de polimerizagao era transferida
para as placas dando inicio a polimerizag¢ao.
As moscas eram maceradas individualmente em tubos de centrifuga

contendo 20,0uL de tampao de amostra (Tris-HCI 0,1M, pH 8,8) a 0°C e centrifugados

a 3000 rpm, por aproximadamente trés minutos. Eram retirados 15,0uL do
sobrenadante para a aplicagao nos pogos dos geis.

As placas de vidro contendo os géis eram colocados dos dois lados de
uma cuba de acrilico e mantidas na posi¢ao vertical com o auxilio de garras e de
vaselina sdlida branca. Apds a aplicagao das amostras, os géis eram submetidos a
eletroforese por aproximadamente duas horas, sob voltagem constante de 200V,
utilizando-se tampao de corrida Tris-Glicina 0,1M, pH 8,3.

Ao término do tempo de corrida, os géis eram retirados do sistema e pré-
incubados por 30 minutos em 50,0mL de tampao fosfato 0,1M, pH 6,2. Feito isto, o
tampéao era retirado e adicionava-se a seguinte solugao de coloragao:
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B-naftilacetado (em 3,0mL de acetona)
Fast Blue RR (em 5,0mL de N-propanol)
Tampao fosfato 0,1M, pH 6,2

Os géis permaneceram incubados na solugao corante por 30 minutos, em
agitacao e na auséncia de luz.
A andlise dos geis foi feita visualmente através da caracterizagao

genotipica, contando-se o numero de individuos homozigotos Est’/Est® ou Est7/Est’ e

heterozigotos Est®/Est™ ou Est7/Est®, estes ultimos indistinguiveis e considerados
genericamente como “heterozigotos”. Para isso, foi observada a presenga de uma
(homozigotos) ou trés bandas (heterozigotos) préximas a parte menos anddica do gel,
originadas pela presenga de um diazo composto de cor vermelha, resultante da reacao
entre o Fast Blue RR e o B-naftol, o alcool produzido a partir da reagao catalitica da
esterase-8 sobre o B-naftilacetato, naquele ponto do gel.

Apds a andlise, os géis foram tratados durante 24 horas em solugédo
descorante do gel (etanol-acido acético) e mantidos em recipientes plasticos contendo
solugcao conservante (glicerina-acido acético). Alguns geéis foram digitalizados para
documentagao, a partir da captura de sua imagem por um “scanner”.

Para a analise eletroforética dos individuos obtidos a partir dos
cruzamentos entre os hibridos do estudo da longevidade, foram utilizadas as mesmas
condigbes com excegado de cubas e sistemas de vidro menores (para 20 amostras
cada), utilizacdo do a-naftilacetato para visualizagéo de o-esterases e secagem do gel,
utilizando-se a solugao conservante e uma solugao de gelatina comercial a 5% e papel
celofane que cobria todo o gel durante uma semana, de acordo com o método de
secagem descrito por Ceron et al. (1992).

O modo de preparo e as formulas das solugdes utilizadas estao

pormenorizados no Apéndice.
I.5. Estudo da longevidade
Para o estudo da longevidade, foram observadas duas situagdes: 1)

individuos virgens mantidos sem atividade sexual; e 2) individuos de ambos os sexos
mantidos juntos, com possibilidade de atividade sexual.
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Para o estudo da longevidade na auséncia de atividade sexual, foram
retirados 50 machos e 50 fémeas de cada gendtipo, homozigotos e heterozigotos, que
foram mantidos aos pares de mesmo sexo em tubos contendo meio de cultura até a
morte dos dois individuos. A cada quatro dias, os individuos remanescentes foram
transferidos para novas unidades de alimento.

Da mesma forma, 50 machos e 50 fémeas de cada gendtipo foram
mantidos aos pares de mesmo sexo, em tubos, até completarem sete dias de idade.
Cada macho foi, entdo, acasalado com uma fémea de mesmo genétipo, sendo
transferidos a cada intervalo de quatro dias para tubos novos e permanecendo juntos
até a morte. Dos imagos produzidos nos trés primeiros dias de emergéncia, nos tubos
do sete primeiros periodos de ovoposi¢cao dos cruzamentos entre os hibridos, foram

obtidas as amostras para posterior analise eletroforética.

11.6. Estudo da produtividade

Para o estudo da produtividade, vinte casais virgens com sete dias de

idade, de cada uma das 16 combinagdes de cruzamentos, foram mantidos durante

quatro dias em tubos com meio de cultura. Apds oito dias, ou seja, dois periodos de

ovoposigcao de quatro dias, os casais foram descartados e os dois tubos de cada casal

foram reservados para a andlise da produtividade, em numero de machos, fémeas e
total. As contagens das moscas recém-emergidas foram feitas diariamente.

No quadro a seguir, sdo apresentados os 16 tipos de cruzamentos:

Fémeas Machos

Est’/Est Est’/Est® Est//Est’ Est/Est®

Est’/Est”

EstS/Est” X EstS/Est”

EstS/Estt X EstF/Est®

EstS/Est" X EstF/Est”

EstS/Est™X EstSfEstS

Est’/Est®

Est™/Est® X EstS/Est”

Est"/Est® X Est//Est®

Est /Est® X Est™/Est”

Estt/Est® X EstS/Est®

Est’/Est’

Estf/Estt X EstS/Est”

Estf/Est” X Estf/Est®

Est™/Est” X Est™/Estt

Est’/Est” X EstS/Est®

Est’/Est®

EstS/Est® X Est®/Est”

EstS/Est® X EstF/Est®

Estststs X Est':;’Est|=

EstS/Est® X EstS/Est®
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1.7. Estudo dos tempos de desenvolvimento

Para a obtengao dos embrides para o estudo do tempo de
desenvolvimento e da viabilidade dos quatro gendtipos, dois homozigotos e dois
heterozigotos, foram utilizadas garrafas de meio de cultura de ' de litro, contendo em

seu fundo uma circunferéncia de papel absorvente (mata-borrao) preto, pincelado com

uma solugdo concentrada de fermento biolégico, que serviu como substrato de

ovoposi¢cao. Cerca de 50 casais permaneceram nas garrafas por 12 horas para que
fosse obtido o numero necessario de embrides.

Os embrides com um dia de idade foram coletados delicadamente com a
utilizagdo de um pincel fino embebido em solugéo fisiolégica. Grupos de cinco
embrides foram transferidos para cada um dos 40 tubos contendo meio de cultura,
totalizando duzentos embrides por gendtipo.

Os tubos foram analisados diariamente, duas vezes ao dia e, os locais do
vidro onde cada uma das larvas empupou foram marcados com canetas de
retroprojetor de cores diferentes, de acordo com o dia da empupacao. Desta forma foi
possivel a identificagao do sexo da pupa apo6s a emergéncia do imago e a analise dos
tempos de desenvolvimento ovo-pupa, ovo-fémea, ovo-macho e ovo-imago, bem

como, dos tempos de desenvolvimento pupa-fémea, pupa-macho e pupa-imago.

11.8. Estudo da viabilidade

Da mesma forma que para o estudo dos tempos de desenvolvimento, os
embrides com um dia de idade foram retirados das placas de ovoposi¢cdo e
transferidos para placas de Petri com aproximadamente 6cm de diametro, contendo
100 embrides de um mesmo gendtipo, com cinco réplicas para cada um. Apés 48
horas da montagem da placa foi observado o numero de ovos eclodidos e nao-
eclodidos para o calculo da viabilidade ovo-larva, em termos percentuais.

As viabilidades ovo-pupa e pupa-imago foram obtidas a partir das
observagdées do numero de pupas e de imagos produzidos no experimento para o

estudo dos tempos de desenvolvimento.
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11.9. Estudo das freqiiéncias génicas e genotipicas em descendentes de

intra-cruzamentos dos heterozigotos

A partir dos tubos utilizados para o estudo da longevidade foram obtidos
os individuos para o estudo das frequéncias génicas e genotipicas na descendéncia de
casais heterozigotos. Como descrito anteriormente, de todos os imagos produzidos
nos trés primeiros dias de emergéncia, nos tubos dos sete primeiros periodo de
ovoposicao destes cruzamentos, foram escolhidos aleatoriamente 25 machos e 25
fémeas, que foram mantidos a -16°C. Destes, uma segunda aleatorizagao foi feita e
escolhidos 15 machos e 15 fémeas, que foram submetidos a analise eletroforética.

I.10. Analise estatistica
A. Analise paramétrica

Foram utilizados o teste t de Student e a analise de variancia com um
critério de classificagéo, para o estudo da diferenca entre médias e da homogeneidade
das médias, respectivamente, da longevidade, da produtividade e dos tempos de
desenvolvimento, com a utilizagao do MINITAB® for WINDOWS®, v. 10.1 (Minitab Inc.,
1994). A partir dos resultados obtidos nas analises de variancia, a determinagao de
quais médias eram significativamente diferentes foi feita aplicando-se o teste para
comparagdes multiplas de Tukey, quando os valores de n eram iguais e, o teste para
comparagoes multiplas de Newman-Keuls, quando os valores de n nao eram iguais,

ambos segundo Zar (1998).

B. Analise nao-paramétrica

A verificagdo da igualdade entre as frequéncias obtidas

experimentalmente e a partir das simula¢gdes computacionais foi feita aplicando-se os

testes de % (para igualdade) e G (logaritmo da razao de verossimilhanga), segundo
Zar (1998).

A seguir, sdo apresentados os numeros de individuos (absoluto e
percentual) esperados para cada gendtipo ou alelo, segundo o equilibrio de Hardy-




Weinberg para as cinco populagdes experimentais, utilizados para os testes G e de x

das geragoes 1, 3 e 6 (n=44).
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2

Populacao

Valor

Est’/Est®

Heterozigoto

Est’/Est"

Absoluto

11

22

11

%

25,00

50,00

25,00

Absoluto

2,75

16,50

24,75

%

6,25

37,50

56,25

Absoluto

24,75

16,50

2,75

%

56,25

37,50

6,25

Absoluto

0,69

9,63

33,68

%

1,56

21,88

76,56

Absoluto

33,68

9,63

0,69

%

76,56

21,88

1,56

No quadro abaixo, sao apresentados os numeros de individuos (absoluto

e percentual) esperados para cada genotipo ou alelo, segundo o equilibrio de Hardy-

Weinberg para as cinco popula¢des experimentais, utilizados para os testes G e de ¥

da nona a trigésima geragao (n=40).

2

Populacao

Valor

Est/Est®

Heterozigoto

Estf/Est"

Absoluto

10

20

10

%

25,00

50,00

25,00

Absoluto

2,50

15,00

22,50

%

6,25

37,50

56,25

Absoluto

22,50

15,00

2,50

%

56,25

37,50

6,25

Absoluto

0,64

8,75

30,61

%

1,56

21,88

76,56

Absoluto

30,61

8,75

0,64

%

76,56

21,88

1,56
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C. Andlise de Dependéncia

Foi utilizada a Analise de Dependéncia - ANADEP (Cordeiro, 1990) para o
estudo das possiveis interagdes entre gendtipos e geragdes, nas cinco populagdes
experimentais. Esta € uma analise de componentes principais feita através de uma
matriz de dependéncias e codependéncias entre as geragdes e de uma matriz de
dependéncias e codependéncias entre os genoétipos, que indica diferengas e
similaridades em um diagrama bidimensional representando as proje¢cdes da
distribuicao espacial dos pontos-geragao e, da dos pontos-genotipo, de acordo com os
dois vetores de maior explicagao da dependéncia total da matriz inicial.

O método de analise considera cada uma das i geragées como um vetor
de n coordenadas ou uma distribuicao de propor¢des de tamanho n, cuja soma resulta
1. O n é o numero de categorias de uma dada variavel, nesta analise o genotipo,
produzindo, em um espago de trés dimensdes, 11 pontos que representam as
geracoes. Nesse espago, pontos proximos, segundo uma medida de proximidade
adequada, denominada de Distancia de Hellinger (Hellinger, 1909), representam
geragdes similares quanto a variavel estudada. Foi utilizado o software ANADEP v.1.1,

desenvolvido pelo autor em 1993.

Uma geragao-padrao ou media, que representaria todas as 11 geragoes,

corresponde a um ponto i+1, que é uma distribuicéo de trés propor¢des, obtida a partir
da soma dos 11 pontos iniciais das geragbes. Assim, uma geragao semelhante a
geragao-padrao “assemelha-se a todas”, como indica a sua proximidade aos 11 pontos
correspondentes no espago de trés dimensdes. Uma geragdao muito diferente da
padrédo, destaca-se no grupo dos 11 pontos. Assim, define-se como a dependéncia de
uma geragao sua distancia a geragao-padrao, distancia esta que se comporta como a
variancia de uma variavel aleatédria. A codependéncia entre duas geragdes quaisquer €
o balango multivariado entre elas e a geragdo-padréao, isto é, se estiverem do mesmo
lado do espago (no mesmo hiper-quadrante) em relagdo a geragao-padrao, entao
estas duas geragdes serao positivamente codependentes; por outro lado, se estiverem
em hiper-quadrantes opostos, serao negativamente codependentes. Deste modo, a
codependéncia € uma medida que se comporta como a covariancia entre duas
variaveis aleatérias. O coeficiente de codependéncia mede o grau de similaridade
entre duas geragdes, do ponto de vista dos gendtipos, variando de -1 a 1. Este
coeficiente é definido como o quociente da codependéncia entre eles pelo produto das
raizes quadradas das respectivas dependéncias.
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D. Analise das Cadeias de Markov

As Cadeias de Markov sao obtidas a partir do resultado da
exponenciacdo de uma matriz de transicdo composta pelas propor¢des que
representam a chance de um evento probabilistico permanecer no mesmo estado ou

da transicao deste evento para um novo estado. Desta forma, os valores da frequéncia

dos gendtipos Est’/Est®, heterozigotos e Est /Est’ e dos alelos Est® e Est” ao longo

das 30 geragbes (10 transicdes), para as trés réplicas das cinco populagées
experimentais foram agrupados em estados com intervalo de 20% e de 10%, que
variaram de 0A20% a 80A|100% e de 0A10% a 90%A|100%, respectivamente. Por
exemplo, se a freqiéncia de um gendétipo apresentar na transicao da primeira para a
terceira geracao, uma redugao de 35% para 15%, ocorreu a mudan¢a do segundo
(20%A40%) para o primeiro estado (0A20%) ou do quarto (30%A40%) para o segundo
estado (10%A20%), respectivamente para os dois tipos de agrupamento.

Assim, e sucessivamente, para a construgao das cinco matrizes iniciais
dos dois estudos foram analisadas as 150 transi¢oes de cada um dos trés gendtipos
ou dos dois alelos, utilizando-se o software MATHCAD® for WINDOWS®, v. 5.0
(MathSoft, 1994). As matrizes foram utilizadas para a verificagdo do numero de
transicdes no tempo necessarias para que as frequéncias dos genodtipos ou alelos
atingissem a estabilidade, que foi considerada como trés vezes a poténcia imposta a
matriz inicial para que as proporgdes nas colunas de cada linha da matriz de transi¢do
permanecessem as mesmas, com precisao de um centésimo.

E. Andlise de Tendéncia de Séries Temporais
As trés réplicas de cada popula¢ao foram comparadas pela diagramagao

gréfica das retas da Andlise de Tendéncia de Séries Temporais utilizando-se o

MINITAB®. A média das trés réplicas foi utilizada como um padrao.
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F. Composigao dos valores adaptativos

Os valores adaptativos dos gendétipos foram estimados de duas maneiras
e utilizados em simulagado computacional:

a) Calculo a partir das frequéncias genotipicas obtidas nas

analises eletroforéticas.

Em cada uma das trés réplicas, das cinco populagdes, os valores
percentuais de cada genodtipo, obtidos em cada geragdao estudada, foram divididos
pelos respectivos valores na geragao anterior e o resultado dividido pelo maior dos trés
resultados. Desta forma, para cada uma das geragdes foram obtidos trés valores

adaptativos referentes a cada um dos gendtipos nas dez geragdes amostradas a partir

da primeira. Destes dez valores adaptativos do genétipo Est’/Est® foi calculada uma

media e o respectivo erro, 0 mesmo sendo feito para os outros dois genétipos. As
médias de cada réplica foram utilizadas para a obtengdo da média das médias, que foi
considerada como o valor adaptativo médio, que divididas pela maior das trés,

originaram os valores adaptativos liquidos (W’).

b) Calculo do valor adaptativo a partir das meédias dos

componentes estudados.

Os valores adaptativos calculados a partir dos valores médios dos
componentes foram obtidos segundo Carareto (1989), utilizando-se o modelo aditivo.
Foram utilizadas as médias das médias dos seguintes componentes: longevidade de
machos (LMA) e de fémeas acasaladas (LFA); produtividade de imagos (Pl);
viabilidade ovo-larva (VOL), ovo-pupa (VOP) e pupa-imago (VPI); e, tempos de
desenvolvimento ovo-pupa (TDOP) e pupa-imago (TDPI). Para cada componente foi
calculada uma média dos valores médios dos quatro genétipos e, em seguida, cada
média foi dividida por esta média das médias e, o quociente, multiplicado por 100.
Desta forma, para cada gendtipo foram encontrados valores relativos de cada

componente em relagao a media dos valores dos quatro gendtipos que, somados,
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compuseram o valor adaptativo. Os quatro valores foram divididos pelo maior deles
para a obtencgao dos valores adaptativos estimado (W’e).

c) Simulagdes computacionais.

Utilizando-se o programa POPULUS® v.3.21 (Don Alstad - Universidade
de Minnesota) e a partir dos valores adaptativos calculados das populagdes (W’), e dos
componentes (W’e), foram simuladas cinco populagdes com as mesmas freqiéncias

iniciais utilizadas nos experimentos até a 30® geragdo. Os valores obtidos foram

comparados através dos testes de %2 ou G. Outras comparacgoes foram feitas através

da andlise grafica das curvas resultantes.




lll. RESULTADOS

lll.1. Analise das popula¢goes experimentais

Com o objetivo de analisar os fatores evolutivos atuantes no polimorfismo
do loco da B-esterase-8 de D. mulleri e, fornecer subsidios para a proposi¢ao de um
modelo que se adequasse as variagées das freqiéncias génicas e genotipicas, foram
iniciadas cinco populagdes experimentais (populagdes A a E) com freqiiéncias iniciais
diferentes e mantidas através da técnica da transferéncia seriada. Neste tdpico serao
apresentados os resultados obtidos em 11 geragbes amostradas, em intervalos de trés
geragdes. Individuos amostrados nas geragdes de numero 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21,
24, 27 e 30 foram submetidos a analise eletroforética. Os resultados permitiram
comparar as freqiiéncias observadas e as esperadas para o equilibrio de Hardy-
Weinberg, bem como, computar os valores adaptativos de cada genétipo.

A. Frequéncias génicas e genotipicas

As Tabelas 1 a 5 e a Figura 1 mostram os resultados obtidos a partir das

andlises eletroforéticas, das trés réplicas, de cinco populagdes experimentais,

fundadas com freqiiéncias génicas iniciais diferentes: populagdo A - 50,00% Est®:
50,00% Est"; populagcio B - 25,00% Est®: 75,00% Est"; populagdo C - 75,00% Est®:
25,00% Est’; populagao D - 12,50% Est®: 87,50% Est; e, populagéo E - 87,50% Est®:
12,50% Est. Sao apresentadas as frequéncias percentuais dos gendtipos
homozigotos Est®/Est® e Est?/Est™ e, heterozigotos (Est’/Est” e Est7/Est®), obtidas
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em 11 geragdes amostradas, das 30 geragdes estudadas. Sdo apresentadas também
as frequéncias dos alelos Est® e Est", calculadas da andlise de um total de 6780
individuos.

Os valores de x2 para homogeneidade das freqiiéncias génicas e
genotipicas e de G, que representa o logaritmo da razao de verossimilhanga entre
estas freqliéncias, apresentados nestas cinco tabelas, foram calculados a partir dos
valores absolutos obtidos em cada gel que originaram as freqiéncias génicas e
genotipicas. O numero de individuos amostrados nas geragdes de numero 1, 3 e 6 foi
de 44 (22 machos e 22 fémeas) e, para as demais gerag¢des, a amostra contou com 40
individuos (20 machos e 20 fémeas). Quanto as frequéncias génicas, nas trés
primeiras geragoes amostradas, foi considerado um total de 88 alelos amostrados e,
nas demais geragdes, um total de 80 alelos. Nas situagdes em que o célculo de x? ndo
foi possivel devido as restricdes do teste em relagdo a numeros de individuos menores
do que 5, os valores de G sao apresentados sublinhados. A significancia dos valores
para estes dois testes é obtida na mesma tabela de xz, para os mesmos graus de
liberdade.

Dos valores percentuais de cada réplica, tanto para as freqiéncias
genotipicas quanto para as frequéncias génicas, foram calculadas as médias e os
respectivos erros padrbes, para cada uma das cinco populagées experimentais. De
maneira geral, observa-se que as frequéncias genotipicas dos homozigotos e
heterozigotos variaram ao longo das geragdes estudadas, tendendo a valores médios
maiores para o genétipo Est’/Est® (52,50% na populagao B a 95,00% na populagao E;
Tabelas 2 e 5, respectivamente), intermediarios para os gendétipos heterozigotos
(5,00% na populagéo E a 36,67% na populagao B; Tabelas 5 e 2, respectivamente) e
menores para o genétipo Est’/Est” (zero na populagao E a 10,83% nas populagdes A,
B e D; Tabelas 5, 1, 2 e 4, respectivamente), na 30° geragao.

Quanto as frequéncias génicas, os valores médios calculados para as

cinco populagdes para a relagao entre os alelos Est® e Est” mantiveram-se préximos a

75,00%:25,00%, respectivamente, na ultima geragao. Por exemplo, na populagao A,
76,25%:23,75% (Tabela 1); na populagdo B, 70,83%:29,17% (Tabela 2); e, na
populagao D, 72,08%:27,92% (Tabela 4). Todavia, nas populag¢des C (82,50%:17,50%)
e E (97,50%:2,50%), podem ser observadas nas Tabelas 3 e 5, respectivamente,
frequéncias do alelo Est® muito maiores na 30° geragao. Estas duas populagdes foram
fundadas com frequéncias iniciais do alelo Est® maiores que as do outro alelo,
respectivamente, 75,00% e 87,50% para 25,00% e 12,50%.
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Na Figura 1 estao representadas graficamente os valores medios das
frequiéncias genotipicas e génicas, ao longo das 11 geragdes amostradas. Sem
excecdes, as freqiiéncias do alelo Est® foram maiores ao final das 30 geragdes,
independente da frequéncia inicial deste alelo. Nas populagdes que foram fundadas
com frequéncias de Est® inferiores as do alelo Est’ (graficos B e D, a direita), por volta
da 12° e 152 geragdo, respectivamente, as frequéncias de Est® tornaram-se maiores
que aquelas do alelo Est’, permanecendo assim deste ponto até a 30 geragao.

Ainda na Figura 1, observa-se que as frequéncias médias do gendtipo
Est/Est’ apresentaram tendéncia ao declinio, principalmente apés a 15° geragao,
excetuando-se a populacao E (grafico E, a esquerda), cujas freqiéncias foram muito
baixas desde a fundagdo da populagéo, chegando a zero na 30° geracdo. Os baixos
valores percentuais observados para o alelo Est nesta populagao, principalmente nas
ultimas geragdes, foram devidos aos raros heterozigotos que mantinham este alelo na
populagao (Tabela 5).

Para testar se as frequéncias genotipicas estavam em equilibrio de
Hardy-Weinberg, as freqiéncias observadas para o estudo da populagao A foram
comparadas com as frequéncias esperadas (Material e Métodos), assumindo-se que

sobre os alelos nao estivessem atuando qualquer fator que modificasse as frequéncias

génicas (Tabela 1). Foi observado um numero maior de valores de x°* e de G

significantes a partir de aproximadamente a metade do experimento (12* geragao), o
que também pode ser observado nas médias das trés réplicas. Também para as
freqiéncias génicas, os valores significantes ocorreram preferencialmente a partir da
12° geragdo, refletindo o aumento significativo nas frequéncias dos genétipos
Est®/Est® com conseqiiente redugéo nas frequéncias de Est7/Est’.

Valores de x* e de G altamente significantes foram observados nas
comparagdes entre as frequéncias observadas e esperadas da populacéao B (Tabela
2), principalmente para as freqiéncias alélicas. As diferengas significantes entre os
valores esperados (25,00% Est®:75,00% Est) e observados para os alelos foram
muito comuns (39 das 44 comparagdes), ja a partir da 3* geragao. Por outro lado, para
a populagao C (Tabela 3), a maioria das comparagoes realizadas para as frequéncias
alélicas (26 de 40) nao foram significantes e nenhuma comparagdao entre as
frequéncias alélicas meédias mostrou diferengas quanto ao esperado. Excetuando-se a
réplica ¢, as comparagdes entre as frequéncias genotipicas nao puderam ser
realizadas pelo teste de xz devido as varias vezes que o numero de individuos com

gendtipo EstT/Est™ foi menor que cinco. Todavia, apds o célculo dos valores de G,
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foram evidenciadas 21 diferencas significantes, dentre os 33 testes realizados. Em
relagdo as medias, apenas trés diferengas significantes foram observadas (geragoes
12, 24 e 27), sendo duas delas ao nivel de significancia de 5% (geragdes 12 e 24).

Quanto a populagdao D, todas as comparagdes foram altamente
significantes (p<0,01). As freqiéncias génicas e genotipicas esperadas nao foram
observadas desde a primeira geracao. Finalmente, para a populagdao E, nao foi
possivel a realizagao de comparagdes entre os gendtipos através do teste de x°. As 44
comparagodes realizadas atraves do teste da razao de verossimilhanga evidenciaram 33
diferengas significantes, das quais 20 ao nivel de significancia de 1%. Para os alelos,
foram observadas 25 comparagdes significantes, 20 das quais ao nivel de 1%.

Nas Figura 2 e 3 sao apresentadas as imagens digitalizadas de cinco géis
ilustrativos do padrdo de bandas obtido para os genétipos homozigotos Est’/Est® e
Est/Est’, bem como para os heterozigotos. Foram escolhidos os géis que se
apresentavam em melhores condigdes para a captura da imagem por meios
eletrénicos. No gel 1 da Figura 2, representativo da analise da réplica b da populagao
A, na primeira geragao, podem ser observados as bandas de 27 individuos (61,36%)
Est’/Est®, 14 (31,82%) heterozigotos e trés (6,82%) Est/Est™. O gel 2, desta mesma
figura, ilustra a andlise eletroforética da réplica ¢ da populagao B, na primeira geragao.
Observa-se a ocorréncia de dois individuos (4,54%) Est’/Est’, 16 (36,36%)
heterozigotos e 26 (59,10%) Est"/Est”. No gel 3, sdo apresentados os resultados
obtidos para a primeira geragao da réplica a da populagao C, para a qual observam-se
as bandas de 37 moscas (84,09%) Est®/Est®, seis (13,64%) heterozigotas e uma
(2,27%) Est7/Est’. As correspondentes frequéncias alélicas foram 77,27% : 22,73%
(gel 1), 22,73% : 77,27% (gel 2) e 90,91% : 9,09% (gel 3), respectivamente para a
relacao Est®: Est.

A Figura 3 apresenta as imagens de dois géis: no primeiro (gel 1) sao

apresentados os resultados obtidos da analise da réplica a da populagdo D a 12°

geragao, ou seja, a ocorréncia de quatro moscas (10,00%) Est’/Est®, 21 (52,50%)
heterozigotas e 15 (37,50%) Est’/Est", resultando na proporgao 36,25% Est®: 63,75%

Est’. No gel 2, representativo da réplica a da populagéo E, na terceira geracéo, podem
ser visualizados 34 individuos (77,28%) de gendtipo Est/Est®, oito (18,18%)
heterozigotos e dois (4,54%) homozigotos Est’/Est’, o que resultou na proporgio
86,36% Est® : 13,64% Est®.
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Tabela 1. Frequéncias genotipicas e génicas, observadas para as trés réplicas da
populagdo A, fundadas com 50,00% Est®:50,00% Est” (x + g-: média +
erro padrao; x> e G para homogeneidade das freqiiéncias; *: p<0,05; **:
p<0,01; valores de G sublinhados).
Fregiiéncias genotipicas (%)

Freqiiéncias génicas (%)

Réplica Geragao

Est/EstS Heterozigoto Estf/Est”

v/ G

Ests

EstF

x2

34,09
15,91
36,36
35,00
50,00
45,00
55,00
55,00
62,50
67,50
70,00

61,36
47,73
40,91
40,00
50,00
45,00
47,50
50,00
60,00
60,00
67,50

29,54
2i.ef
25,00
30,00
37,50
47,50
40,00
47,50
52,50
65,00
52,50

63,64
72,73
40,91
30,00
35,00
37,50
30,00
30,00
25,00
20,00
17,50

31,82
36,36
45,45
40,00
40,00
40,00
37,50
35,00
22,50
30,00
27,50

59,10
61,37
54,55
50,00
42,50
37,50
45,00
37,50
32,50
17,50
32,50

2,27
11,36
22,73
35,00
15,00
17,50
15,00
15,00
12,50
12,50
12,50

6,82
15,91
13,64
20,00
10,00
15,00
15,00
15,00
12,50
10,00

5,00

11,36
11,36
20,45
20,00
20,00
15,00
15,00
15,00
15,00
17,50
15,00

18,01
9,27**
3,09
6,40"

13,40*
8,55

19,20**

19,20**

30,00**

38,60**

43,35*

28,04**
12,18*
6,91
4,80
13,26™
8,80*
10,95*
13,40"
28,15
22.43™
34,04™

4,36
4,50
0,55
0,80
3,35
10,95*"
5,40
10,95**
16,15*"
34,95*"
16,15**

65,91
52,27
56,82
50,00
67,50
63,75
70,00
70,00
75,00
77,50
78,75

77,27
65,91
53,64
60,00
70,00
65,00
66,25
67,50
71,25
75,00
81,25

59,10
57,96
52,27
57,50
58,75
66,25
62,50
66,25
68,75
73,75
68,75

34,09
47,73
43,18
50,00
32,50
36,25
30,00
30,00
25,00
22,50
21,25

22,73
34,09
46,36
40,00
30,00
35,00
33,75
32,50
28,75
25,00
18,75

40,90
42,04
47,73
42,50
41,25
33,75
37,50
33,75
31,25
26,25
31,25

8,92**
0,19
1,65
0,01
9,81*
6,06**
12,81*
12,81**
20,01
24,21
26,46

26,19*"
8,92**
6,56"
3,21

12,81**
2t
8,46**
9,81**

18,36**

20,01

31,26"*

2,92
2,24
0,19
0,81
2,46
8,46™*
5,01*
8,46"*
11,26**
18,06**
11,26*"

41,66+9,94
30,30+9,31
34,09+4,73
35,00+2,89
45,83+4,17
45,83+0,83
47,50+4,33
50,83+2,20
58,33+3,00
64,17+2,20
63,33+5,46

51,52+ 9,94
56,82+10,74
46,97+ 4,01
40,00+ 5,97
39,17+ 2,20
38,33+ 0,83
37,50+ 4,33
34,17+ 2,20
26,67+ 3,00
22,50+ 3,82
25,83+ 4,41

6,82+2,62
12,88+1,52
18,94+2,73
25,00+5,00
15,00+2,89
15,83+0,83
15,00+0,00
15,00+0,00
13,33+0,83
13,33+2,20
10,83+3,00

12,28"*
3,49
2,18
2,40
9,48
9,38**

10,95**

14,28**

24,31**

32,78

31,39*"

67,4345,30
58,71+3,96
54,28+1,38
55,83+3,00
65,42+3,41
65,00+0,72
66,25+2,16
67,92+1,91
71,67+3,15
75,42+1,91
76,25+6,61

32,57+5,30
41,29+3,96
45,72+1,38
44,17+3,00
34,5843,41
35,0040,72
33,75+2,16
32,08+1,91
28,33+3,15
24,58+1,91
23,75+6,61

10,69**
2,68
2,03
0,81
7,62**
7,21*
8,46

10,28**

16,27**

20,69*"

22,06*"
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Freqléncias genotipicas e génicas, observadas para as tres réplicas da
populagao B, fundadas com 25,00% Est®:75,00% Est” (x + g-: média +
. p<0,05; **:

erro padrao; x e G para homogeneidade das freqiiéncias; *

p<0,01; valores de G sublinhados).

Réplica Geragao

Freqléncias genotipicas (%)

Est>/Est® Heterozigoto Est™/EstF

21 G

Freqliéncias génicas (%)

Est5

EstF_

x2

2,27
22,73
15,91

7,50
37,50
47,50
37,50
42,50
52,50
47,50
52,50

56,82
47,73
68,18
65,00
42,50
42,50
42,50
37,50
35,00
32,50
32,50

6,82
22,73
29,54
45,00
45,00
65,00
52,50
50,00
47,50
57,50
47,50

54,54
52,27
52,28
42,50
45,00
27,50
32,50
35,00
40,00
30,00
40,00

36,36
36,36
27,27
35,00
35,00
32,50
52,50
45,00
40,00
25,00
37,50

4,54

2,27
22,73
15,00
32,50
27,50
30,00
32,50
50,00
67,50
57,50

40,91
29,54
15,91
27,50
20,00
10,00
20,00
20,00
12,50
20,00
15,00

38,64
25,00
18,18
12,50
10,00

7,50
15,00
15,00
12,50
12,50
12,50

59,10
61,37
50,00
50,00
32,50
40,00
17,50
22,50
10,00

7,50

5,00

7.29"
26,92**
33,13"
13.95™
72,11

124,39**
121"
93,44**

150,58**

118,51**

149,27**

574
29,31**
54,82**

109,98**
63,81*

102,86**

149,27**
134,67
122,58**
182,31**
122,58

0,30
1.69
21,53*
5,24
48,18
31,04**
49,18
52,80**
71,42**

108,30**

92,40*

30,68
46,59
50,00
40,00
58,75
68,75
58,75
61,25
70,00
63,75
68,75

34,09
48,86
55,68
66,25
67,50
78,75
68,75
67,50
67,50
72,50
67,50

22,73
20,46
36,36
30,00
47,50
43,75
56,25
55,00
70,00
80,00
76,25

69,32
53,41
50,00
60,00
41,25
31,25
41,25
38,75
30,00
36,25
31,25

65,91
51,14
44,32
33,75
32,50
21,25
31,25
32,50
32,50
27,50
32,50

Ii.er
79,54
63,64
70,00
52,50
56,25
43,75
45,00
30,00
20,00
23,75

1,38
21,32**
28,68

9,22**
47,72**
80,52**
47,72**
55,12**
85,22**
63,05**
80,52**

3,65
26,11**
43,37**
71,652*
75,95

121,85*
80,52**
75,95
75,95*
95,02**
75,95

0,32
1,11
577"
2,22
26,02**
14,52**
40,85
37,62**
82,22**
127,62
110,72**

4,54+ 1,31 49,24+ 6,47
15,91+ 6,82 45,45+ 4,73
22,73+ 3,93 49,24+11,91
22,50 +11,46 47,50+ 9,01
38,33+ 3,63 40,83+ 3,00
46,67 +10,83 34,17+ 4,41
40,00+ 6,61 42,50+ 5,77
41,67+ 5,07 39,17+ 3,00
50,00+ 1,44 38,33+ 1,67
57,50+ 5,77 29,17+ 2,20
52,50+ 2,89 36,67+ 2,20

46,22+ 6,47
38,64+11,44
28,03+11,00
30,00+10,90
20,83+ 6,51
19,17+10,44
17,50+ 1,44
19,17+ 2,20
11,67+ 0,83
13,33+ 3,63
10,83+ 3,00

2,66
9,74
29,30**
22,87
74,90*
114,46
83,84**
90,10**
69,14
181,94
74.46™

29,16+ 3,37
38,64+ 9,11
47,35+ 5,73
45,42 +10,81
57,92+ 5,79
63,75 +10,41
61,25+ 3,82
61,25+ 3,61
69,17+ 0,83
72,08+ 4,70
70,83+ 2,73

70,84+ 3,37
61,36+ 9,11
52,65+ 5,73
54,58 +10,81
42,08+ 5,79
36,25 +10,41
38,75+ 3,82
38,75+ 3,61
30,83+ 0,83
27,92+ 4,70
29,17+ 2,73

0,72**

8,38""
22,86**
18,72**
47,71
63,06**
55,12**
55,12**
82,06™
93,35*"
88,43"

3 4 5 6

Munesp ™,
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14 15
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Tabela 3. Freqiéncias genotipicas e génicas, observadas para as trés réplicas da
populagao C, fundadas com 75,00% Est®:25,00% Est™ (x + g-: média +
erro padrao;, x2 e G para homogeneidade das frequéncias; *: p<0,05; **:
p<0,01; valores de G sublinhados).

Réplica Geragao Frequiéncias genotipicas (%)

Freqiiéncias génicas (%)

Est/Est® Heterozigoto Estf/Est”

v’ 1G

Est

EstF

x2

84,09
72,73
52,28
20,00
72,50
60,00
52,50
60,00
75,00
77,50
67,50

47,73
59,09
52,27
90,00
72,50
70,00
70,00
75,00
70,00
85,00
72,50

38,64
31,82
34,04
32,50
27,50
45,00
50,00
72,50
77,50
72,50
72,50

13,64
27,27
36,36
67,50
20,00
37,50
40,00
35,00
17,50
17,50
27,50

52,27
34,09
47,73
10,00
20,00
30,00
20,00
20,00
17,50

7,50
20,00

52,27
45,45
52,27
55,00
37,50
35,00
35,00
17,50
20,00
15,00
22,50

2,27
0,00
11,36
12,50
7,50
2,50
7,50
5,00
7,50
5,00
5,00

0,00
6,82
0,00
0,00
7,50
0,00
10,00
5,00
12,50
7,50
7,50

9,09
22,73
13,64
12,50
35,00
20,00
15,00
10,00

2,50
12,50

5,00

15,59*
8.80"
1,98

21,44*
5.76
1,26
0.26
0.27

6317
8,11*
19.51"
10.46**

5.50
24,53
10,26**

9,78*
58,78**
13,07**

5,24

781"

7.98

9,78

4.63

90,91
86,36
70,45
53,75
82,50
73,75
72,50
77,50
83,75
86,25
81,25

73,86
76,14
76,14
95,00
82,50
85,00
80,00
85,00
78,75
88,75
82,50

64,77
54,54
60,22
60,00
46,25
61,25
67,50
81,25
87,50
87,50
83,75

9,09
13,64
29,55
46,25
17,50
26,25
27,50
22,50
16,25
13,75
18,75

26,14
23,86
23,86

5,00
17,50
15,00
20,00
15,00
21,25
11,25
17,50

35,23
45,46
39,78
40,00
53,75
38,75
32,50
18,75
12,50
12,50
16,25

12,32**
6,38*
0,86

18,72*
2,62
0,72
0,22
0,35
3,52
5,72*
1,85

0,05
0,11
0,11

23.06™
2,62
4,55
1,22
4,55
0,72
8,45
2,62

4,65*
19,11*
9,88**
9,22™*
34,52*
6,35"
2,22
1,85
7,02**
1,22
3,52

56,82+13,88
54,55+12,03
46,20+ 6,08
48,50+21,27
57,50+15,00
58,33+ 7,26
57,50+ 6,29
69,16+ 4,64
74,17+ 2,20
78,33+ 3,63
70,83+ 1,67

39,39+12,88
35,60+ 5,30
45,45+ 4,73
44,17417,46
25,83+ 5,83
34,17+ 2,20
31,67+ 6,01
24,17+ 5,46
18,33+ 0,83
13,33+ 3,00
23,33+ 2,20

3,79+2,73
9,85+6,73
8,33+4,22
8,33+4,17
16,67+9,17
7,50+6,29
10,83+2,20
6,67+1,67
7,50+2,89
8,33+2,20
5,83+1,59

054
0.82
181
1.95
8,41
0.26
149
328
7.01*
11.62™
3.89

76,51+ 7,66
72,35+ 9,38
68,94+ 4,66
69,58+12,84
70,42 +12,08
73,33+ 6,86
73,33+ 3,63
81,25+ 2,16
83,33+ 2,53
87,50+ 0,72
82,50+ 0,72

23,49+ 7,66
27,65+ 9,38
31,06+ 4,66
30,42 +12,84
29,58 +12,08
26,67+ 6,86
26,67+ 3,63
18,75+ 2,16
16,67+ 2,53
12,50+ 0,72
17,50+ 0,72

0,16
0,27
1,58
1,00
0,79
0,04
0,09
1,85
3,20
4,55
2,62
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Tabela 4. Frequéncias genotipicas e génicas, observadas para as trés réplicas da
populagéo D, fundadas com 12,50% Est®:87,50% Est" (x * g-: média +
erro padréo; x° e G para homogeneidade das frequéncias; *: p<0,05; **:
p<0,01; valores de G sublinhados).

Réplica Geragao Freqliéncias genotipicas (%)

Frequiéncias génicas (%)

Est/Est® Heterozigoto Estf/Est”

leG

Ests

EstF

x2

29,54
25,00
11,90

7,50
10,00
30,00
40,00
35,00
37,50
47,50
55,00

11,36
36,36
31,82
32,50
15,00
35,00
32,50
40,00
40,00
52,50
57,50

15,91
18,18

9,09
45,00
22,50
30,00
30,00
35,00
45,00
65,00
52,50

29,54
59,09
45,24
37,50
52,50
45,00
45,00
45,00
47,50
35,00
35,00

54,55
43,19
47,73
50,00
65,00
52,50
50,00
45,00
42,50
35,00
30,00

54,55
50,00
52,27
40,00
67,50
40,00
50,00
45,00
40,00
25,00
37,50

40,92
15,91
42,86
55,00
37,50
25,00
15,00
20,00
15,00
17,50
10,00

34,09
20,45
20,45
17,50
20,00
12,50
17,50
15,00
17,50
12,50
12,50

29,54
31,82
38,64
15,00
10,00
30,00
20,00
20,00
15,00
10,00
10,00

228,99
203,69

44,64

.07

30.27™
230,69*
407,80"
312,72
362,43
561,60""
153,91**

58,89™"
368,28**
289,31*
277,71*

96,95
324,82**
277,71**
407,80**
404,23
688,82**
823,67

92,13"
105,19*

42,81**
508,83

92,72™
224,36*
238,20*
312,72"
508,83
180,66**
147.83*

44,32
54,54
34,52
26,25
36,25
52,50
62,50
57,50
61,25
65,00
72,50

50,00
57,95
55,68
60,00
47,50
63,75
57,50
62,50
61,25
70,00
72,50

43,18
43,18
35,22
65,00
56,25
50,00
55,00
57,50
65,00
77,50
71,25

55,68
45,46
65,48
73,75
63,75
47,50
37,50
42,50
38,75
35,00
28,50

50,00
42,05
44,32
40,00
52,50
36,25
42,50
37,50
38,75
30,00
27,50

56,82
56,82
64,78
35,00
43,75
50,00
45,00
42,50
35,00
22,50
28,75

79,30**
139,38**
36,05**
12,92**
39,66**
114,31**
179,46*"
145,06
170,51**
198,03*
259,23**

53,20**
163,14**
147,09**
145,06™

87,23
170,51**
145,06**
179,46™
170,51*
237,91
259,23*

73,66™

73,66

40,03**
198,03
137,03**
100,31
129,23**
145,06™"
198,03**
304,60**
248,46™

18,94+ 5,46
26,51+ 5,30
17,60+ 7,16
28,33 +11,02
15,83+ 3,63
31,67+ 1,67
34,17+ 3,00
36,67+ 1,67
40,83+ 2,20
55,00+ 5,20
55,00+ 1,44

46,2148,34
50,76+4,61
48,41+2,06
42,5043,82
61,67+4,64
45,8343,63
48,33 +1,67
45,0040,00
43,33+2,20
31,67+3,33
34,1742,20

34,85+ 3,30
22,73+ 4,73
33,98+ 6,88
29,17 +12,94
22,50+ 8,04
22,50+ 5,20
17,50+ 1,44
18,33+ 1,67
15,83+ 0,83
13,33+ 2,20
10,83+ 0,83

106,95
208,70**

97,01**
202,94**

96,64**
257,82**
303,21**
343,02**
422,42**
753,67
152,30**

45,83+ 2,11

54,17+ 2,11

51,89+ 446 48,11+ 4,46

41,81+ 6,95
50,42+12,17
46,67+ 5,79
55,42+ 4,23
58,33+ 2,20
59,17+ 1,67
62,50+ 1,25
70,83+ 3,63
72,08+ 0,42

58,19 + 6,95
49,58 +12,17
53,33+ 5,79
44,58+ 4,23
41,67+ 2,20
40,83+ 1,67
37,50+ 1,25
29,17+ 3,63
27,92+ 0,42

68,24
122,16
67,12**
98,05
83,06**
126,69**
150,55
156,14**
179,43**
244,93*
255,63*"
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Tabela 5. Freqléncias genotipicas e génicas, observadas para as trés réplicas da
populagéo E, fundadas com 87,50% Est®:12,50% Est” (x + g.: média +
erro padrao; x° e G para homogeneidade das freqiéncias; *: p<0,05; **:
P<0,01; valores de G sublinhados).

Réplica Geragao Freqliéncias genotipicas (%) B4 Freqiiéncias génicas (%)

Est/Est® Heterozigoto EstF/Est” 2 Est® Est x2

1 70,45 29,55 0,00 85,22 14,78 0,29
3 77,28 18,18 4,54 86,36 13,64 0,05
6 79,55 15,91 4,54 87,50 12,50 0,03
9 97,50 2,50 0,00 98,75 1,26 1451*
12 95,00 5,00 0,00 97,50 2,50 1044™
15 82,50 15,00 2,50 90,00 10,00 0,66
18 95,00 5,00 0,00 10.,48™ 97,50 2,50  10.44*
21
24
27
30

92,50 5,00 2,50 9,03 95,00 5,00 517"
90,00 7,50 2,50 6.16 93,75 6,25 3,31
90,00 7,50 2,50 6.16" 93,75 6,25 3,31
95,00 5,00 0,00 10,48™ 97,50 2,50 10,44

75,00 25,00 0,00 87,50 12,50 0,03
100,00 0,00 0,00 100,00 0,00  23,50"
77,27 20,45 2,27 87,50 12,50 0,03
70,00 30,00 0,00 85,00 15,00 0,31
97,50 2,50 0,00 98,25 1,e85 1361”
92,50 7,50 0,00 92,50 7,50 2,09
97,50 2,50 0,00 98,75 1,25 14.51"
97,50 2,50 0,00 98,75 1,25 . 14,51
95,00 5,00 0,00 97,50 2,50 10.44*
95,00 2,50 2,50 96,25 3,75 7.45™
95,00 5,00 0,00 97,50 2,50 1044

59,09 38,64 2,60 78,40 21,60 6,05*
63,64 34,09 227 80,68 19,32 3,30
60,00 40,00 0,00 85,00 15,00 4,57*
60,00 32,50 7,50 76,25 23,75 8,51**
100,00 0,00 0,00 100,00 0,00  21.36™
87,50 7,50 5,00 91,25 8,75 1,31
92,50 7,50 0,00 92,50 7,50 2,09™
92,50 2,50 5,00 93,75 6,25 3,31
90,00 5,00 5,00 92,50 7,50 2,09
92,50 7,50 0,00 96,25 3,75 7,45
95,00 5,00 0,00 97,50 2,50  10.44*

68,18+ 4,73 31,06+4,01 0,76+0,76 83,7142,73 16,29+2,73 0,92
80,31 +10,60 17,4249,85 2,27+1,31 89,0145,73 10,9945,73 0,32
72,27+ 6,17 25,45+7,39 2,27+1,31 86,67+0,83 13,33:0,83 0,36
75,83 +11,21 21,67+49,61 2,50+2,50 86,6746,55 13,33+6,55 0,02
97,50+ 1,44 2,50+1,44 0,00+0,00 98,58+0,74 1,42+0,74 13.86**
87,50+ 2,89 10,00+2,50 2,50+1,44 91,25+0,72 8,75+0,72 220
95,00+ 1,44 5,00+1,44 0,00+0,00 96,08+1,91 3,92+191  7.11*
94,17+ 1,67 3,33+0,83 2,50+1,44 95,83+1,50 417+¢1,50 662
91,67+ 167 5,83+0,83 2,50+1,44 94,58+1,50 542+1,50 453"
92,50+ 1,44 5,83+1,67 1,67+0,83 95,42+0,83 4,58+0,83 587"
95,00+ 0,00 5,00+0,00 0,00+0,00 97,50+0,00 2,50+0,00 10.44**
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Figura 1. Variagdes das freqiiéncias (%) génicas (a direita) e genotipicas (& esquerda)
meédias das cinco populagdes experimentais (A, B, C, D e E) ao longo das 30
geracdes estudadas (®EstS/Est®, ®heterozigotos, ® Est’/Est’; ® Est®, & Est’).




Gel 1 - 77,27% Est®: 22,73% Est’

B e T e T

»i,“gt " gu~"z _Ssew n.gt-.m..q.--'.uﬁu”..-l
[Xo@eh: swpov vo. wimasby i Wy e .

o

Gel 2 - 22,72% Est®: 77,28% Est™

'-ﬁiwdiluuha,p_'
- 5 i ‘ '” i

o

A

Figura 2. Imagens digitalizadas de géis: gel 1 - réplica b da populagédo A, na primeira
geracdo; gel 2 - réplica ¢ da populagdo B, na primeira geragéo; gel 3 -
réplica a da populagdo C, na primeira geraq:éo O loco da esterase-8 esta
representado pela ponta de seta.
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Figura 3. Imagens digitalizadas de géis: gel 1 - réplica a da populagdo D, na 122
geracao; gel 2 - réplica a da populagdo E, na terceira geragdo. O loco da
esterase-8 esta representado pela ponta de seta.
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B. Valor adaptativo liquido das populagées

Os valores adaptativos liquidos foram calculados a partir das freqiiéncias
genotipicas obtidas nas 11 geragbes amostradas, excluindo-se a primeira. Estes
resultados sao apresentados nas Tabelas 6 a 10, respectivamente para as populagdes
de A a E. Em negrito sdo apresentados os valores adaptativos relativos maximos
(1,0000). Considerando-se as trés réplicas da populagdo A, o genétipo Est’/Est®
mostrou-se como o de maior valor adaptativo em 18 (60,00%) das 30 comparagoes da
Tabela 6. Além disso, destaca-se nesta tabela o genétipo heterozigoto com 16
(aproximadamente 53,33%) dos 30 menores valores relativos.

Na Tabela 7, referente aos valores adaptativos da populagao B, observa-
se novamente que o gendtipo Est’/Est® apresentou o maior nimero de valores
maximos, ou seja, 15 (50,00%) das 30 comparagdes. Ja4 o gendtipo Est/Est,
destacou-se com o grande numero de valores menores, ou seja, 14 comparagdes
(aproximadamente 47%). De maneira semelhante e na populagéo C (Tabela 8) e, até
mesmo de forma mais marcante, o gendtipo Est/Est™ obteve 19 (aproximadamente
63%) dos 30 menores valores adaptativos. Os heterozigotos, por sua vez,
apresentaram 43,33% (13) dos maiores valores adaptativos, seguidos pelo gendtipo
Est®/Est’, com 36,67% (11). Em relagdo a populagdo D (Tabela 9), o gendtipo
Est’/Est® apresentou 50,00% dos valores adaptativos maximos (15), seguido pelos
outros dois genodtipos que apresentaram oito (26,67%) e sete (23,33%) valores,
respectivamente para os heterozigotos e os homozigotos Est/Estf. Este dltimo
genotipo destacou-se por apresentar 13 (43,33%) dos menores valores.

Como reflexo do grande nimero de auséncias do gendtipo Est™/Est™ ao
longo das geragdes da populagcao E (Tabela 5), na Tabela 10 podem ser observados
muitos valores adaptativos iguais a zero para este genoétipo, ocasionando a maior
incidéncia dos menores valores (25 de 30). Dentre os maiores valores, o gendtipo
Est’/Est® apresentou-se 19 vezes (63,33%).

Na Tabela 11, sdo apresentados os valores adaptativos liquidos médios,
de cada uma das trés réplicas, das cinco populagdes, calculados a partir dos valores

das Tabelas 6 a 10, juntamente com as médias das médias das trés réplicas. Nesta

tabela, pode ser observado que os valores adaptativos médios do genétipo Est’/Est®

foram superiores em todos os casos de comparagdes entre as réplicas, excetuando-se

a réplica a da populagao C, para a qual o gendtipo heterozigoto apresentou o maior
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valor (0,7504). De maneira geral, os valores dos gendtipos heterozigotos foram
intermediarios entre os dos outros gendétipos, com excegao das réplicas da populagao

A, para a qual os valores dos heterozigotos foram os menores.

Em relagéo as médias das trés réplicas, o genétipo EstS/Est® apresentou

os maiores valores (1,0000) em todas as populagdes, excetuando-se, novamente, a
populagéo C, pela razéo ja relatada. Todavia, os dois valores observados diferem em
apenas 0,4% (1,0000 para Est/Est" e 0,9960 para Est’/Est®). Para as populagbes B,
D e E, os valores médios do genétipo EstS/Est® foram superiores aos dos
heterozigotos em cerca de 17%, 11% e 22%, respectivamente. Para a populagao A, a
diferenca entre estes dois gendtipos foi de 13%; entretanto, o valor para o homozigoto
Est/Est” (0,9727) foi intermediario aos anteriores, suplantando em cerca de 10% o
valor do heterozigoto. Este ultimo gendtipo apresentou para todas as demais
populacdes, os menores valores relativos, que variaram de 0,1608 (populagao E) a
0,8474 (populagéo D).




Tabela 6. Valores adaptativos liquidos dos trés genétipos para cada

réplica da populagéo A, calculados a partir das frequéncias

genotipicas das 11 geragbes estudadas.

Réplica Geragao Freqliéncias genotipicas (%)

Est’Est®  Heterozigoto  Est’/Est

0,0933 0,2284 1,0000
1,0000 0,2461 0,8755
0,6251 0,4762 1,0000
1,0000 0,8167 0,3000
0,7714 0,9184 1,0000
1,0000 0,6546 0,7013
1,0000 1,0000 1,0000
1,0000 0,7333 0,7333
1,0000 0,7407 0,9259
1,0000 0,8438 0,9643

0,3334 0,4898 1,0000
0,6857 1,0000 0,6859
0,6668 0,6002 1,0000
1,0000 0,8000 0,4000
0,6000 0,6667 1,0000
1,0000 0,8882 0,9474
1,0000 0,8867 0,9500
1,0000 0,5357 0,6944
0,7500 1,0000 0,6000
1,0000 0,8148 0,4444

0,8890 1,0000 0,9630
0,5093 0,4938 1,0000
1,0000 0,7638 0,8150
1,0000 0,6800 0,8000
1,0000 0,6966 0,5921
0,7018 1,0000 0,8333
1,0000 0,7018 0,8421
1,0000 0,7841 0,9048
1,0000 0,4349 0,9423
0,4349 1,0000 0,4615




Tabela 7. Valores adaptativos liquidos dos trés gendtipos para cada

réplica da populagédo B, calculados a partir das frequéncias

genotipicas das 11 geragdes estudadas.

Réplica Geragcao Frequéncias genotipicas (%)

EstEst®  Heterozigoto  Est/Est

1,0000 0,0839 0,0721
0,4900 1,0000 0,3770
0,2727 0,5516 1,0000
1,0000 0,1308 0,1454
1,0000 0,7895 0,3947
0,3947 0,5000 1,0000
1,0000 0,7786 0,8824
1,0000 0,7556 0,5060
0,5655 0,5804 1,0000
1,0000 0,9048 0,6786

1,0000 0,2876 0,1942
1,0000 0,7696 0,5596
1,0000 0,5336 0,4514
0,9444 1,0000 0,7556
1,0000 0,4231 0,5192
0,4038 0,5909 1,0000
0,8844 1,0000 0,9286
0,8312 1,0000 0,7292
1,0000 0,6196 0,8261
0,6196 1,0000 0,7500

0,4815 0,9630 1,0000
1,0000 0,0749 0,0814
0,5142 1,0000 0,7791
1,0000 0,4615 0,3000
0,6875 0,7545 1,0000
0,6753 1,0000 0,2708
0,8426 0,6667 1,0000
1,0000 0,5778 0,2889
1,0000 0,4630 0,5556
0,56790 1,0000 0,4444




Tabela8 Valores adaptativos liquidos dos trés gendtipos para cada

réplica da populagao C, calculados a partir das frequéncias

genotipicas das 11 geragdes estudadas.

Réplica Geracao Freqiiéncias genotipicas (%)

Est’/Est®  Heterozigoto  Est?/Est’

0,4326 1,0000 0,0000
0,5391 1,0000 0,0000
0,2061 1,0000 0,5927
1,0000 0,0817 0,1655
0,4414 1,0000 0,1778
0,2917 0,3556 1,0000
1,0000 0,7656 0,5833
0,8333 0,3333 1,0000
1,0000 0,9677 0,6452
0,5542 1,0000 0,2546

1,0000 0,5268 0,0000
0,6318 1,0000 0,0000
1,0000 0,1217 0,0000
0,4028 1,0000 0,0000
0,6437 1,0000 0,0000
1,0000 0,6667 0,0000
1,0000 0,9333 0,4667
0,3733 0,3500 1,0000
1,0000 0,3529 0,4941
0,3198 1,0000 0,3750

0,3293 0,3477 1,0000
0,9302 1,0000 0,5218
0,9074 1,0000 0,8709
0,3022 0,2435 1,0000
1,0000 0,5704 0,3492
1,0000 0,9000 0,6750
1,0000 0,3448 0,4598
0,9353 1,0000 0,2188
0,1871 0,1500 1,0000
0,6667 1,0000 0,2667




Tabela 9. Valores adaptativos liquidos dos trés gendtipos para cada

réplica da populagéo D, calculados a partir das frequéncias

genotipicas das 11 geragdes estudadas.

Réplica Geragao Freqliéncias genotipicas (%)

Est’Est®  Heterozigoto  Est/Est’

0,4231 1,0000 0,1944
0,1767 0,2842 1,0000
0,4911 0,6460 1,0000
0,9524 1,0000 0,4870
1,0000 0,2857 0,2222
1,0000 0,7500 0,4500
0,6562 0,7500 1,0000
1,0000 0,9852 0,7000
1,0000 0,5817 0,9210
1,0000 0,8636 0,4935

1,0000 0,2474 0,1874
0,7919 1,0000 0,9049
0,9750 1,0000 0,8169
0,3550 1,0000 0,8791
1,0000 0,3462 0,2679
0,6633 0,6803 1,0000
1,0000 0,7312 0,6964
0,8571 0,8095 1,0000
1,0000 0,6274 0,5442
1,0000 0,7826 0,9130

1,0000 0,8022 0,9427
04118 0,8609 1,0000
1,0000 0,1546 0,0784
0,2963 1,0000 0,3951
0,4444 0,1975 1,0000
0,8000 1,0000 0,5333
1,0000 0,7714 0,8571
1,0000 0,6914 0,5833
1,0000 0,4327 0,4615
0,5385 1,0000 0,6667




Tabela 10. Valores adaptativos liquidos dos trés gendtipos para cada

réplica da populagao E, calculados a partir das frequéncias

genotipicas das 11 geragdes estudadas.

Réplica Geragao Frequéncias genotipicas (%)

Est’Est®  Heterozigoto  Est’/Est’

1,0000 0,5608 0,0000
1,0000 0,8502 0,9715
1,0000 0,1282 0,0000
0,4872 1,0000 0,0000
0,2895 1,0000 0,0000
1,0000 0,2895 0,0000
0,9737 1,0000 0,0000
0,6486 1,0000 0,6667
1,0000 1,0000 1,0000
1,0000 0,6316 0,0000

1,0000 0,0000 0,0000
1,0000 0,0000 0,0000
0,6175 1,0000 0,0000
1,0000 0,0598 0,0000
0,3162 1,0000 0,0000
1,0000 0,3162 0,0000
1,0000 1,0000 0,0000
0,4872 1,0000 0,0000
1,0000 0,5000 0,0000
0,5000 1,0000 0,0000

1,0000 0,8192 0,9285
0,8035 1,0000 0,0000
1,0000 0,8125 0,0000
1,0000 0,0000 0,0000
1,0000 0,0000 0,0000
1,0000 0,9460 0,0000
1,0000 0,3333 0,0000
0,4865 1,0000 0,5000
0,6852 1,0000 0,0000
1,0000 0,6491 0,0000




Tabela 11. Médias e erros padroes dos valores adaptativos liquidos médios de cada
réplica e da média das médias das trés réplicas (W’), calculados a partir
das freqiéncias genotipicas das réplicas, das cinco populagdes, nas 10
geragOes estudadas (os maiores valores adaptativos sdo destacados em

negrito).

Valores adaptativos médios

Populagao/ Réplica a Réplica b Réplica c

Gendtipo . 4 g, ¥ & 5 , S: - relativo
A
EstS/Est® 0,8490 0,0935 0,8036 0,8535 0,0159 1,0000

Heterozigoto 0,6658 0,0846 0,7682 0,7555 0,0322 0,8736
Est"/Est” 0,8500 0,0705 0,7722 0,8154 0,0225 0,9727

B
EstS/Est® 0,7723 0,0643 0,7769 0,0684 1,0000
Heterozigoto 0,6075 0,0852 0,6961 0,0979 0,8382
EstF!EstF 0,6056 0,0765 0,5720 0,1103 0,7648

C
EstS/Est® 0,6298 0,0963 0,1041 0,6976 0,0340
Heterozigoto 0,7504 0,1123 0,1134 0,7004 0,0275
Est/Estf 0,4419 0,1192 0,0995 0,4372 0,1163

D
Est>/Est® 0,7700 0,0674 0,7491 0,0927 0,7944 0,0354 1,0000
Heterozigoto 0,7146 0,0830 0,6911 0,1018 0,7094 0,0094 0,8930
Est’/Est” 0,6468 0,0932 0,6518 0,0954 0,6732 0,0239 0,8474

E
Est’/Est® 0,8399 0,0840 0,0878 0,0574 0,8432
Heterozigoto 0,7460 0,1039 0,1453 0,1271 0,6632
Estf/Estt 0,2638 0,1371 0,0000 0,1004 0,1356




C. Analise de Dependéncia

Foi aplicada a Analise de Dependéncia (ANADEP) para o estudo das
possiveis interagdes entre gendtipos e geragdes, nas cinco populagdes experimentais
fundadas. Para tanto, as médias das trés réplicas, nas 11 geragdes amostradas, foram
submetidas a ANADEP e os resultados sao apresentados nas Figuras 4 a 8. Os
diagramas foram divididos em quatro quadrantes, segundo os dois principais fatores de
dependéncia, que explicam a maior porcentagem da inércia total da distribuicdo. Desta
forma, o diagrama ortogonal representa o primeiro plano de dependéncia (FD1 x FD2).
Cada fator de dependéncia também pode ser estudado separadamente se os valores
das geragbes ou dos genotipos forem projetados sobre os eixos ou vértices centrais.
Os pontos localizados do lado direito e esquerdo da figura foram separados de acordo
com o primeiro fator (FD1) e, aqueles localizados acima e abaixo do vértice central,
distribuem-se de acordo com o segundo fator (FD2).

Na Figura 4 é apresentado o primeiro plano de dependéncia entre
geragOes e gendtipos da populagdo A, fundada com as freqiiéncias alélicas iniciais de
50% Est® para 50% Est’. O primeiro fator de dependéncia (vértice horizontal), que
explica 78,10% da dependéncia total, associa as geragdes G1, G3, G6 e G9 com os
gendtipos Est7/Est” e principalmente o heterozigoto, em contraposicdo ao genétipo
homozigoto Est’/Est®, estando este muito associado com as geragoes posteriores. Um
segundo fator de dependéncia (vértice vertical), com 21,20% de explicagado, contrapde
o gendtipo Est7/Est” éos demais, associando-o particularmente a geragao G9 que,
como pode ser observado na Figura 1, mostrou um aumento consideravel na
frequéncia deste gendtipo. Este segundo fator, é fortemente influenciado (86,17%) pelo
gendtipo Est'/Est”, ou seja, este fator pode ser considerado como um “fator
homozigoto Est?/Est™. Todavia, para compor a explicagdo de 78,10% da inércia total, o
primeiro fator de dependéncia contou com a forte influéncia das geragdes G3 (24,52%)
e G6 (10,78%), por um lado e, por outro, das geragdes G27 (23,49%) e G30 (17,84%),
evidenciando este fator como um “fator tempo”.

A andlise de dependéncia (Figura 5) para as freqiiéncias genotipicas

médias da populagdo B, fundada a partir das freqiiéncias iniciais de 25% Est® para

75% Est’, destaca, segundo o primeiro e muito forte fator de dependéncia (95,70%), a
contraposi¢ao dos gendtipos homozigotos e uma significativa associagao do genétipo

Est’/Est® com as geracdes de G12 a G30, contrapondo-se as geracgdes iniciais (G1 a
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G9), associadas principalmente ao genétipo Est7/Est’. A grande forga de explicagao
deste primeiro fator, praticamente a totalidade da inércia do primeiro plano de
dependéncia, deve-se principalmente ao gendtipo Est’/Est® (66,41%) no espacgo das
11 geragdes (com 11 dimensdes) e, das geragbes G1 (44,60%) e G3 (14,18%) em
contraposicao a G27 (11,07%) e G30 (8,94%), no espago tridimensional dos genétipos.
O segundo fator de dependéncia que contribui com apenas 2,70% de explicacdo, nao
tem importancia analitica e, desta forma, qualquer interpretagdo nao deve ser
considerada.

Na Figura 6 observa-se o estudo da dependéncia entre geracdes e

gendtipos para a populagéo C, fundada com 75% de alelos Est® e com 25% de alelos

Est". O plano bidimensional FD1xFD2 explica 99,40% da inércia total, sendo que o
primeiro fator, com 79,80% de explicagdo, mostra a contraposigéo entre os genétipos
Est’/Est® e os heterozigotos, associando-os as geragbes G21 a G30 e G1 a G18,
excetuando-se a G12, respectivamente. Este fato pode ser interpretado como sendo o
gendtipo heterozigoto o principal agente do primeiro fator de dependéncia, com um
peso de aproximadamente 70% de sua composigao. Aliada a esta interpretagao,
encontra-se a forte contraposi¢ao entre este genétipo e a 27* geragéo, ou seja, nas
geragoes em que os heterozigotos foram mais abundantes, pode ser observada uma
maior dependéncia, como por exemplo, as geragbes G6 e G9, com frequéncias
percentuais médias proximas a 45,00%. Por outro lado, as geragdes G24 e G27, muito
contrapostas as anteriores, apresentaram as menores frequéncias deste genétipo,
respectivamente, de 18,33 % e 13,33% (Tabela 3; Figura 1).

Quando se considera o segundo fator de dependéncia da andlise da
populagao C, com a consideravel marca de 19,60% de explicagéo, observa-se o claro
envolvimento do gendtipo Est/Est” na configuragdo da inércia visualizada
ortogonalmente. Este fator pode ser interpretado como um Fator Est/Est”, com uma
importancia relativa de 91,85% e forte associagao a geragdo G12, que mostrou a maior
freqiéncia meédia deste gendtipo (16,67%) em comparagdo as outras geragoes
estudadas. Nao obstante, as geragoes G1 e G30, traduzem-se como uma 6timo
exemplo de contraposi¢do e de associagdo, segundo o fator de dependéncia em
analise. Desta forma, s&o consideradas contrapostas, segundo a influéncia do primeiro
fator de dependéncia (fator “heterozigoto”) e, sdo consideradas em associagao quando
analisadas a luz do segundo fator (fator Est?/Est").

A analise da populagdo D (Figura 7), fundada com freqiiéncia inicial de
12,5% Est® : 87,5% Est", evidencia como o principal fator de explicagao (92,90%) a




Resultados 58

contraposicao entre os gendtipos homozigotos, com peso de 96,81% sobre o primeiro
fator. Desta forma, a associagdo das geragdes G1 a G15 com o gendtipo Est’/Est” e,
das geragdes G18 a G30 com o gendtipo Est/Est®, é claramente observada e
traduzida também em um fator “tempo”, ou seja, o nimero de geragdes necessarias
para que as freqiiéncias dos genétipos Est’/Est® e Est’/Est™ sofressem modificacao
significativa. A partir da analise da Figura 1 e da Tabela 4, observa-se que a frequéncia
do gendtipo Est/Est® tornou-se maior que a do gendtipo Est’/Est” a partir da 15°
geragao. Esta geracdo apresenta-se muito associada aos genétipos heterozigotos na
apresentacao bidimensional da inércia, o que evidencia ser o segundo fator de
dependéncia, com 6,10%, um fator de contraposi¢ao entre os genétipos homozigotos e
heterozigotos, apesar de pequena a importancia relativa deste fator.

Finalmente, da analise da populagdgo E (Figura 8), fundada com

frequéncia inicial de 87,5% Est® para 12,5% Est", observa-se o agrupamento das

geragdes G12 a G30, associadas ao gendtipo Est’/Est®, em contraposicdo as
geragbes G1 a G9. Estas Uultimas, mostram-se associadas pelo primeiro fator de
dependéncia, com 85,40% de explicagdo, aos genétipos heterozigotos e Est’/Est’.
Paralelamente, observa-se na Figura 1 e na Tabela 5, que as geracbes G1 a G9
apresentaram as maiores frequéncias médias dos genétipos heterozigotos, o que
explica a grande dependéncia deste gendtipo a estas geracbes. Todavia, na 12°
geragao, com a raridade deste gendtipo, chegando a niveis tdo baixos ao ponto de nao
ter sido amostrado, a contraposi¢cao é claramente visualizada no diagrama, tendo esta
geragao contribuido sozinha com 20,32% da explicagado do primeiro fator.

O segundo fator de dependéncia, que explica 14,00% da inércia total
(99,40%), é muito influenciado pelo genétipo Est/Est” (93,74%), fato este que pode
ser observado na representagao ortogonal do primeiro plano de explicagdo, como um
ponto isolado que néao interagiu com nenhuma das geragdes segundo este fator.
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Figura 4. Diagrama ortogonal da ANADEP ilustrativo do primeiro plano de dependéncia
(FD1xFD2), obtido a partir da analise da populagéo A (inércia total explicada:

99,30%).
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AVA
AVAVA

:cm 1 2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



FD2 (19,60%)
o
8

G1

G21

G30

T
-0.2

| I

-01 0.0 01 0.2

FD1 (79

,80%)

Figura 6. Diagrama ortogonal da ANADEP ilustrativo do primeiro plano de dependéncia

(FD1xFD2), obtido a partir da andlise da populagéo C (inércia total explicada:
99,40%).
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Figura 7. Diagrama ortogonal da ANADERP ilustrativo do primeiro plano de dependéncia

(FD1xFD2), obtido a partir da analise da populagdo D (inércia total explicada:
99,00%).
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Figura 8. Diagrama ortogonal da ANADERP ilustrativo do primeiro plano de dependéncia
(FD1xFD2), obtido a partir da analise da populagao E (inércia total explicada:

99,40%).
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D. Analise das Cadeias de Markov

A partir dos valores das frequéncias genotipicas e génicas, obtidas das

amostras das trés réplicas, das cinco populagdes estudadas eletroforeticamente, foram

construidas as matrizes de transigcao inicial, para cada um dos trés genétipos e dois

alelos, que serdo apresentadas a seguir, segundo os dois estados de freqiiéncia

propostos (10% e 20%). Devido a caracteristicas do software utilizado, os

heterozigotos serao simbolizados pela sigla “SF” e no lugar da virgula utilizar-se-a o

ponto decimal.

Da analise das matrizes, pode ser observado que a maioria dos valores

apresentam-se distribuidos ao longo de uma linha diagonal que liga o canto superior

esquerdo ao canto inferior direito das matrizes, ilustrando a presenga de transi¢oes

menos abruptas de um estado para o outro, ao longo do tempo.
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As matrizes de transicao inicial foram utilizadas para a andlise do numero
de transigdes no tempo necessarias para alcangar a estabilidade probabilistica,
originando uma “matriz estavel’” para cada genodtipo ou alelo. Esta estabilidade foi
identificada apds a verificagao da igualdade de todos os valores entre as 10 linhas,
coluna por coluna, com precisao de até um centésimo, ou seja, que apos esta
transicao as alteragdes nas frequéncias do alelo ou do gendtipo seriam menores do
que 1,00%. Para a identificagdo das “matrizes estaveis” foi utilizado, na frente das
letras que simbolizam os gendtipos ou os alelos, a letra “E”.

Observa-se da analise das matrizes de estabilidade que existe um

acumulo das frequéncias do genotipo Est®/Est® e do alelo Est® nos estados mais a

direita, ou seja, nos estados acima de 50% }60% (estados de 10%) ou 40% |60%

(estados de 20%). Para os gendtipos heterozigotos, a faixa de ocorréncia das maiores
frequéncias encontra-se abaixo destes dois estados. Todavia, para o genétipo
Est7/Est’ e para o alelo Est", a faixa de ocorréncia preferencial é mais deslocada para
o lado esquerdo das duas matrizes de estabilidade, ou seja, nos estados iguais ou
inferiores a 30% }40% ou 20% |40%.

A Tabela 12 ilustra as frequéncias médias ponderadas obtidas a partir do
ponto médio de cada estado dos gendtipos e dos alelos, para os dois estudos, além do
numero de transicdes no tempo e do nimero de geragdes necessarias para, a partir da
matriz de transicao inicial, obter-se a estabilidade probabilistica da matriz de
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estabilidade. Pode ser observado que a freqiiéncia média para o alelo Est® para
estados de 10% e de 20%, sao muito proximas (81,25% e 76,30%, respectivamente).
Todavia, o numero de geragdes necessarias para se alcancar estas freqiéncias e que
nao fossem observadas variagbes maiores do que 1% entre cada transicao foi muito
maior para o estudo com os estados de frequéncia de 10% (132 gerag¢des) do que para
o estudo com estados de 20% (87 geracoes).

Em relagao aos gendtipos da Tabela 12, no estudo dos estados de 10%
foi observado para o genétipo Est®/Est® maior nimero de geracdes (177) para que a
sua frequéncia média ponderada nao sofresse alteragbes maiores do que 1%. Porém,
para o genétipo Est"/Est" observa-se que 39 geragdes seriam suficientes para que sua
freqiéncia nao sofresse alteragcdes maiores do que 1% a cada transigao, a partir dos
14,20% obtidos.
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Tabela 12. Nimero de transicbes e de geragbes necessarias para a
estabilidade probabilistica (freqliéncia ponderada), segundo o
modelo das Cadeias de Markov, para os trés gendétipos e os dois

alelos, de acordo com os estados de freqiéncia de 10% e de 20%.

Estado Genotipo Numero Numero Freqiiéncia média
/Alelo de transicées de geracoes ponderada (%)

10%  Est/Est® 59 177 73,95
Heterozigotos 37 111 26,10
Est/Est” 23 69 13,70

Est® 44 81,25
Est’ 49 20,15

Est’/Est® 31 66,60
Heterozigotos 19 29,90
Est'/Est" 13 14,20

Est® 29 76,30
Est’ 25 25.10




E. Andlise de Tendéncia Linear de Séries Temporais

Foi realizada a Andlise de Tendéncia Linear de Séries Temporais para as

freqiiéncias do alelo Est® ao longo das geragdes, considerando-se separadamente

cada uma das trés réplicas das cinco populagées, com o objetivo de se verificar as
semelhangas na dispersao das frequéncias deste alelo entre as trés réplicas, ao longo
das 30 geragdes estudadas. As Figuras 9 a 13 ilustram estas andlises, juntamente com
a tendéncia linear média, calculada como a média das tendéncias lineares das
réplicas. As equacdes das retas sao apresentadas na Tabela 13.

De maneira geral, quando considerados os valores de cada réplica de
uma mesma populagédo, as retas de tendéncia linear apresentaram uma inclinagao
muito semelhante, excetuando-se a réplica ¢ da populagao C (Figura 11), que
apresentou um valor inicial bem diferente das outras duas réplicas. Além disso, em
todos os casos, as retas convergiram para uma pequena regiao de valores
percentuais, com aproximadamente apenas 5% de amplitude nas populacdes A e C

(Figuras 9 e 11) e, menor ainda nas outras populag¢des (Figuras 10, 12 e 13).




Tabela 13. Equagdes das retas das analises de Tendéncia

Linear para as réplicas das populagdes A a E.

Populacao Réplica Equacao da Reta
A Yt=51,8367 + 2,38327t
Yt=61,9005 + 1,09355t
Yt=52,9609 + 1,65545t

Yt=36,3978 + 3,28627t
Yt=46,7625 + 2,73473t
Yt=12,6365 + 6,04982t

Yt=76,5249 + 0,26054t
Yt=77,8416 + 0,71791t
Yt=48,2847 + 3,38482t

Yt=32,3747 + 3,19709t
Yt=49,3804 + 1,74918t
Yt=37,1498 + 3,18836t

Yt=87,4095 + 0,92918t
Y1=89,4273 + 0,84546t
Yt=78,1284 + 1,88891t




t (geragao)

Variagdo dos valores percentuais do alelo Est® ao longo das
geracgOes, segundo a Analise de Tendéncia Linear, para as trés
réplicas (a, b e ¢) da populacao A (a reta vermelha foi tragcada a
partir da tendéncia linear média e os valores de t=1, 3, 5, 7, 9, e
11, representam respectivamente, as geragdes 3, 6, 12, 18, 24 e
30).




t (geragao)

Figura 10. Variagdo dos valores percentuais do alelo Est® ao longo das
geracOes, segundo a Andlise de Tendéncia Linear, para as trés
réplicas (a, b e ¢) da populagdo B (a reta vermelha foi tragada a
partir da tendéncia linear média e os valores de t=1, 3, 5, 7, 9, e

11, representam respectivamente, as geragdes 3, 6, 12, 18, 24 e
30).




t (geragao)

Figura 11. Variagdo dos valores percentuais do alelo Est® ao longo das
geragdes, segundo a Andlise de Tendéncia Linear, para as trés
réplicas (a, b e ¢) da populagédo C (a reta vermelha foi tragada a
partir da tendéncia linear média e os valores de t=1, 3, 5, 7, 9, e

11, representam respectivamente, as geragdes 3, 6, 12, 18, 24 e
30).
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Figura 12. Variagdo dos valores percentuais do alelo Est® ao longo das
geragles, segundo a Analise de Tendéncia Linear, para as trés
réplicas (a, b e ¢) da populagédo D (a reta vermelha foi tragcada a
partir da tendéncia linear média e os valores de t=1, 3, 5, 7, 9, e
11, representam respectivamente, as geragdes 3, 6, 12, 18, 24 e
30).




Figura 13.

5

t (geragéo)

Variagdo dos valores percentuais do alelo Est® ao longo das
geragdes, segundo a Analise de Tendéncia Linear, para as trés
réplicas (a, b e ¢) da populacéo E (a reta vermelha foi tragada a
partir da tendéncia linear média e os valores de t=1, 3, 5, 7, 9, e

11, representam respectivamente, as geracgodes 3, 6, 12, 18, 24 e
30).




lll.2. Componentes do valor adaptativo

Foram estudados componentes do valor adaptativo dos individuos dos
quatro gendtipos, com o intuito de verificar a existéncia de diferengas significativas
entre eles que pudessem auxiliar a interpretacdo dos resultados das populagdes
experimentais, principalmente em relagdo a manutengdo ou nao do polimorfismo no
loco da esterase-8. Para isto, o ciclo biolégico foi decomposto em alguns
componentes, como por exemplo, a longevidade de machos e de fémeas, acasalados
ou virgens, a produtividade de machos, de fémeas e total, a viabilidade ovo-larva, ovo-
pupa, ovo-imago e pupa-imago e os tempos de desenvolvimento ovo-pupa, ovo-fémea,
ovo-macho, ovo-imago, pupa-fémea, pupa-macho e pupa-imago. Além disso, a partir
de alguns destes componentes foram compostos indices representativos do valor

adaptativo total.

A. Longevidade

A longevidade de machos e de fémeas, mantidos juntos (em atividade
sexual) ou virgens (na auséncia de atividade sexual), foi avaliada e os resultados sao
apresentados nas Tabelas 14 a 16. Analisando-se a Tabela 14 observa-se que os
machos virgens dos quatro genétipos apresentaram longevidades muito superiores as
fémeas virgens, variando de aproximadamente 66 a 81 dias, para os machos e,
também aproximadamente, de 55 a 62 dias, para as fémeas. As longevidades médias
dos dois sexos foram estatisticamente diferentes ao nivel de significancia de 1%, com
excecdo do gendtipo Est7/Est® (com o alelo Est® de origem materna), para o qual a
significancia do teste t de Student atingiu o nivel de 5%. Quando a homogeneidade
das médias de cada sexo foi comparada pela andlise de variancia, observou-se
diferenga significante apenas para os machos (F=3,04, p<0,05), sendo que o teste

para comparagdes multiplas de Tukey (Qq¢s=14,09) indicou como unica a diferenga

entre os gendtipos Est’/Est® ( y =80,62 dias) e Est7/Est® ( x =65,54 dias).

Na Tabela 15 sao apresentados os valores obtidos para o estudo da
longevidade dos individuos dos dois sexos mantidos juntos. O machos apresentaram
valores que variaram de 78 a 91 dias e, as fémeas, de 55 a 63 dias, aproximadamente.

Todas as diferengas entre as médias dos dois sexos foram significantes, com os
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valores relativos ao sexo masculino sempre maiores. De modo semelhante aos
resultados observados para as moscas virgens, as comparagoes entre os genotipos
através da analise de variancia, mostrou diferenca significante apenas para a
longevidade do sexo masculino. O teste de Tukey (Qq¢s=11,16) indicou como
diferentes as médias dos gendtipos Est®/Est® (91,14 dias) e Est’/Est (78,24 dias).

Na Tabela 16, as médias sao reapresentadas, com a finalidade de
compara-las quanto ao estado de acasalamento. Com excegdo dos machos dos
genotipos Est/Est® e Est’/Est®, todas as diferengas entre as longevidades médias de
individuos mantidos juntos e virgens nao foram significantes. Entretanto, de maneira

geral, a longevidade dos individuos mantidos em atividade sexual foi superior aquela

dos individuos virgens, excetuando-se as fémeas de genédtipo Est™/Est” e Est’/Est",

para as quais os valores dos individuos acasalados foram um pouco menores que 0s

dos individuos virgens.




Tabela 14. Médias e erros padroes ( i + §-) da longevidade

(em dias) de 50 machos e de 50 fémeas virgens
(t para diferenca entre meédias; F para
homogeneidade das meédias; Q para
comparagdes multiplas entre as médias; *:
p<0,05; **: p<0,01).

Genétipo'” Machos Fémeas tuo)

Est’Est® 80,62 + 31,39 57,52 + 16,07 4,63**
Est/Est”™ 78,26 +22,94 61,52 + 18,14 4,05**
Est/Est® 65,54 + 27,85 54,88 + 14,92 2,30*
EstEst”™ 73,34 + 25,22 58,06 + 20,37 3,33**
F[3.199) 3,04* 1 ,22 =

Qg 05 14,09 = =

1)

a sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a
direita, a origem materna.




Tabela 15. Médias e erros padroes ( _;; + §.) da longevidade

(em dias) de 50 machos e de 50 fémeas
mantidos juntos (t para diferenga entre médias;
F para homogeneidade das médias; Q para
comparagdes multiplas entre as médias; *:
p<0,05; **: p<0,01).

Genétipo " Machos Fémeas .

Est’/Est® 91,14+ 17,20 63,10 + 15,86 8,47**
Est”/Est™ 78,24 + 21,43 56,34 + 15,56 5,85*
Est/Est® 82,48 + 23,05 57,60 + 17,45 6,09**
Est’/Est” 82,38 + 23,47 54,96 + 20,09 6,28**
Fiaic 3,20* 2,12 -
o JE 11,16 - -

) a sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a

direita, a origem materna.




Tabela 16. Teste t de Student para diferenga entre as longevidades médias (em dias)
de 50 machos e de 50 fémeas mantidos juntos (em atividade sexual - AS)

ou virgens (*: p<0,05; **: p<0,01).

Genétipo"” Machos Fémeas

AS Virgens L AS Virgens

EstS/Est® 01,14 80,62 2.08* 63,10 57,52
Est'/Est’ 78,24 78,26 0,00 56,34 61,52
Est’/Est® 82,48 65,54 3,31** 57,60 54,88

Est’/Est’ 82,38 73,34 1,86 54,96 58,06

) a sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem materna.




B. Produtividade

A produtividade média por casal em numeros de machos, de fémeas e de
imagos, foi avaliada nas 16 combinagdes de cruzamentos entre os quatro genotipos e
os resultados s@o apresentados nas Tabelas de 17 a 20. O numero médio de machos
(Tabela 17) variou de 10,85 (machos Est®/Est™ X fémeas Est’/Est") a 25,70 (machos
Est’/Est® X fémeas Est"/Est®). De maneira geral, as maiores produtividades médias
de machos foram observadas para os cruzamentos envolvendo fémeas Est’/Est®; a
analise de variancia nao mostrou diferenca significante entre estas quatro médias
(F=2,62; p>0,05). Ja para os cruzamentos com fémeas Est’/Est" foram observados os
menores valores médios, que também nao diferiram segundo a anadlise de variancia
(F=1,00; p>0,05). Diferenga significante entre as medias foi observada apenas nos
cruzamentos com fémeas Est'/Est” (F=6,76; p<0,01), refletindo o maior valor médio
observado (20,05 machos) no cruzamento entre machos Est®/Est® e fémeas Est"/Est",
significativamente diferente daqueles obtidos para os cruzamentos entre estas fémeas
com machos Est"/Est® (11,60 machos) e Est'/Est" (11,50 machos), segundo o teste
de Tukey, ao nivel de significancia de 1% (Qq ¢y=7,09).

A homogeneidade das médias também foi testada considerando-se os
cruzamentos de machos de um determinado gendtipo com as fémeas dos quatro
gendtipos, observando-se diferencas altamente significantes em todas as
comparagoes (p<0,01). Em relagdo aos cruzamentos envolvendo machos do genétipo
Est’/Est®, as médias estatisticamente diferentes (F=5,57; p<0,01) correspondem aos
cruzamentos com fémeas Est7/Est™ (14,35 machos) e Est?/Est® (25,70 machos), de

acordo com o teste de Tukey (Qq0,=10,08). As comparagbes multiplas de Tukey

(Qg01=8,31) para as medias dos cruzamentos com machos Est7/Est’, revelaram

diferengas altamente significantes (F=11,22; p<0,01) entre cruzamentos com fémeas
Est/Est” (11,60 machos) e Est®/Est® (24,80 machos). O mesmo foi observado para
as comparagdes multiplas dos cruzamentos envolvendo machos Est’/Est® e fémeas
Est’/Est” (13,90 machos) e estes machos com fémeas Est’/Est® (23,30 machos)
(F=8,10; p<0,01; Q,4,=7,37). Todavia, neste nivel de significancia, pode ser observada
também a diferenca significativa com a média obtida no cruzamento com fémeas
Est'/Est™ (14,85 machos). Finalmente, em se tratando dos cruzamentos envolvendo
machos Est’/Est", diferencas altamente significantes (F=6,61; p<0,01; Q,,01=6,98)

foram observadas entre as médias daqueles que envolveram fémeas Est®/Est (10,85
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machos) com os outros que envolveram fémeas Est®/Est® (17,90 machos) e fémeas
Est"/Est® (17,95 machos).

Na Tabela 18 sao apresentadas as médias do numero de fémeas
produzidas no estudo da produtividade, com variagao de 14,55 (machos EstS/Est” X
fémeas Est/Est’) a 43,60 (machos Est®/Est® X fémeas Est®/Est®). Da mesma forma
que para os machos, as maiores produtividades médias de fémeas foram observadas
para os cruzamentos envolvendo fémeas Est’/Est® sendo que, neste caso, a andlise
de variancia mostrou diferenga significante (F=6,71; p<0,01) entre estas quatro
médias, principalmente devido ao valor médio muito superior alcangado nos
cruzamentos entre individuos Est® homozigotos (43,60 fémeas), significativamente

diferente das 29,85 fémeas produzidas, em média, no cruzamento com machos

Est’/Est” (Q,=10,48). Nos cruzamentos com fémeas Est/Est" foram observados os

menores valores médios, que também nao diferiram segundo a andlise de variancia
semelhantemente ao estudo dos machos. Diferenga significante entre as médias foi
observada nos cruzamentos com as fémeas Est’/Est® (F=5,64; p<0,01; Qq(,=8,74),
refletindo o maior valor médio obtido no cruzamento com os machos Est®/Est® (26,05
fémeas), significativamente diferente das meédias observadas nos cruzamentos
envolvendo machos Est®/Est’ (16,25 fémeas) e Est"/Est" (16,80 fémeas).

As analises da homogeneidade das médias, considerando-se 0s
cruzamentos de machos de um determinado gendtipo com as fémeas dos quatro
diferentes gendétipos, mostraram diferencas altamente significantes em todas as
comparagdes (p<0,01). De modo diverso do estudo da produtividade de machos, o
teste de Tukey para comparagdes multiplas indicou como significativamente diferentes
as meédias dos cruzamentos com fémeas de genotipos Est’/Est® dos demais,
independente do gendétipo dos machos. A unica excegao esta relacionada com a
produtividade média dos cruzamentos machos Est/Est” X fémeas Est®/Est® (29,85
fémeas) com machos Est’/Est” X fémeas Est’/Est™ (21,60 fémeas) que nao podem
ser consideradas significativamente diferentes ao nivel de significancia de 1%
(Qg,01=9,17).

Na Figura 14 é apresentado um diagrama ortogonal de dispersao das
médias do nimero de machos (abscissa) e de fémeas (ordenada) dos 16 cruzamentos
realizados. Para facilitar a visualizagao, os alelos foram representados por “S” e “F”. De
maneira geral, pode ser observada a formagao de trés grupos: um primeiro grupo, com
menores produtividades de machos e de fémeas, composto por sete cruzamentos:

quatro envolvendo fémeas Est®/Est’, dois envolvendo fémeas Est/Est” e um
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envolvendo fémeas Est’/Est®. O cruzamento envolvendo fémeas Est’/Est® (fémeas
Est/Est”™ X machos Est’/Est®), que produziu em média 20,05 machos e 18,65
fémeas, aparece como parte de um segundo grupo composto pelos quatro
cruzamentos que apresentaram baixa produtividade de fémeas e mediana de machos.
Dentre eles, destacam-se trés cruzamentos envolvendo fémeas Est7/Est®. Um terceiro
grupo € composto por quatro cruzamentos que apresentaram as maiores
produtividades de machos e de fémeas: trés envolvendo fémeas Est/Est® e um
cruzamento com fémeas Est/Est® (fémeas Est'/Est® X machos Est’/Est’). O
cruzamento envolvendo fémeas EstS/Est® X machos Est’/Est’, que produziu 34,30
fémeas e 17,90 machos, em média, destacou-se dois demais, ndo associando-se a
nenhum dos trés grupos apresentados. Segundo a sua produtividade média de fémeas
ele poderia ser considerado como pertencente ao grupo trés (das maiores
produtividades de fémeas) e, segundo o numero médio de machos produzidos, como
integrante do grupo dois (das produtividades medianas de machos).

Os valores da produtividade média de imagos, nas 16 combinagdes de
cruzamento, entre os quatro gendtipos, sdo apresentados na Tabela 19. O nimero
médio de imagos produzidos variou de 25,40 (machos Est®/Est” X fémeas Est®/Est") a
68,25 (machos Est’/Est® X fémeas Estlests). Em consequéncia do observado no
estudo das produtividades de cada sexo, as maiores produtividades médias foram
obtidas para os cruzamentos envolvendo fémeas Est’/Est® e, entre estes, foram
observadas diferengas significantes (F=6,49; p<0,01; Q4=13,20) entre a
produtividade dos que tinham machos de gendtipo Est’/Est® (68,25 imagos) em
relagdo aqueles de machos Est’/Est”™ e Est’/Est”™ (52,20 e 54,65 imagos,
respectivamente). Também foi observada, a partir da analise de variancia, a ocorréncia
de diferengas significantes entre as médias dos cruzamentos com fémeas Est7/Est®,
ou seja, foram observadas diferengas significantes (F=7,54; p<0,01; Q, =13,04) entre

a produtividade dos que tinham machos de gendtipo Est’/Est® (51,75 imagos) em

relagio aqueles de machos Est’/Est”™ e Est/Est” (34,20 e 36,60 imagos,

respectivamente).

Quando a homogeneidade das médias foi testada em relagdo aos
cruzamentos de machos de um determinado gendtipo com as fémeas dos quatro
diferentes gendtipos, foram observadas diferengas altamente significantes em todas as
comparagdes (p<0,01). De maneira geral, estas diferengas deveram-se as
produtividades médias de imagos muito superiores obtidas para os cruzamentos que

envolveram fémeas Est®/Est®. Nesta tabela verifica-se que os valores de Q, o, indicam
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a superioridade estatistica destes cruzamentos, diferindo-os dos trés demais. Estes
ultimos, foram agrupados em todos os casos, ou seja, nao foram observadas
diferengas significantes entre as produtividades médias, com exceg¢ao dos
cruzamentos com machos Est’/Est®, um agrupamento formado pelas médias 31,45 e

38,70 imagos, respectivamente para fémeas Est’/Est” e Est’/Est|, que diferiu dos

outros dois independentemente (F=34,14; p<0,01; Q,4,=12,71).




Tabela 17. Médias e erros padroes ( )_Ci §:) do numero de machos produzidos nos 20

cruzamentos individuais entre os quatro gendtipos (F para homogeneidade

das médias; Q para comparag¢des multiplas entre médias; **: p<0,01).

Genétipos'” Machos

Fémeas EstEst®  Est'/Est™  Est’/Est®  Est’Est™  Fgs, Q

Est’/Est® 24,65+248 24,80+2,30 23,30+ 1,51 17,90+ 1,53 2,62 -
Est/Estt 20,05+1,95 11,60+0,91 1485+1,69 1150+ 143 6,76 7,09
Est’/Est® 2570+2,40 19,80+2,06 20,80+ 1,88 17,95+ 1,71 2,67 -
Est’/Est” 14,35+ 1,88 13,40+ 1,65 13,90+ 1,27 10,85+ 1,40 1,00

Faro) 5,57 11,22 8,10** 6,61** .

o T 10,08 8,31 7,37 6,98 -

" a sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem materna.




Tabela 18. Médias e erros padrdes ( x + §.) do numero de fémeas produzidas nos 20

cruzamentos individuais entre os quatro genotipos (F para homogeneidade

das médias; Q para comparagdes multiplas entre médias; **: p<0,01).

Genétipos'” Machos

Fémeas Est’/Est®  Est/Est”™  Est/Est®  Est®Est”™  F, Qg

EstEst® 43,60+ 3,01 29,85+2,16 38,90+ 1,74 34,30+2,02 6,71** 10,48

Est/Est”™ 18,65+ 1,31 21,60+2,12 20,65+2,30 17,85+2,11 0,76

Est/Est® 26,05+2,41 16,80+2,03 18,75+ 1,71 16,25+ 1,27 5,64**

EstEst”® 17,10+ 1,50 14,60+ 1,63 1580+ 1,25 14,55+ 1,93 0,57
Fiaze 31.21* 11,46** 34,05** 24,15** -

[+ 109 9,99 9,17 8,22 8,55 -

M a sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem materna.
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Tabela 19. Médias e erros padroes ( _;Ci §.) do numero de imagos produzidos nos 20

cruzamentos individuais entre os quatro genétipos (F para homogeneidade

das médias; Q para comparag¢des multiplas entre médias; **: p<0,01).

Genétipos!” Machos

Fémeas Est’/Est®  Est’/Est Est/Est®  Est’/Est’

Est’/Est® 68,25 +2,84 54,65+ 3,68 62,20 +2,15 52,20 + 2,60
Est/Est”® 38,70 +2,58 33,70 +2,23 35,50 + 3,64 29,35 + 2,82
Est”/Est® 51,75+3,16 36,60 +3,19 39,55+2,32 3420+258 7,54*
Est’/Est”™ 31,45+242 28,00 +3,08 29,70 + 1,72 25,40+ 3,13 0,95
P 34,14* 13,88** 30,86** 18,00** -
Qg.01 12,71 14,20 11,76 12,83 ;

0 a sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem materna.




C. Viabilidade

A viabilidade, em termos percentuais, foi estimada em diversas
etapas do desenvolvimento, ou seja, viabilidade ovo-larva, ovo-pupa, ovo-imago e
pupa-imago e, os resultados obtidos estao apresentados nas Tabelas 20 e 21. A partir
do numero de ovos eclodidos dos quatro gendétipos, apds 48 horas da ovoposi¢dao, em
grupos de 100 ovos em cada uma das cinco placas, foram obtidos os valores da
Tabela 20, onde pode ser observado que a viabilidade média ovo-larva variou de
90,20% a 95,20%, de acordo com o gendétipo dos embrides. Os valores de F(3;19) da
analise de variancia e de Qo do teste de Tukey (F=23,34; p<0,01; Qq¢=2,77)
mostraram a heterogeneidade entre as médias, que podem ser reunidas em dois
grupos: um grupo, com a maior viabilidade média (aproximadamente 95%), formado
pelos embrides de gendtipos Est’/Est® e Est?/Est® e, um segundo grupo, formado
pelos embrides de gendtipos Est7/Est” e Est’/Est”, com os menores valores
(aproximadamente 90%).

Na Tabela 21 podem ser observados os numeros absolutos de pupas e
de imagos, obtidos a partir de 200 ovos (em 40 grupos de 5 ovos por tubo) e, as
respectivas viabilidades ovo-pupa, ovo-imago, pupa-imago dos quatro genétipos
estudados. As maiores viabilidades foram obtidas para os individuos portadores do
gendtipo Est®/Est®, seguidos pelos portadores do genaétipo Est"/Est®, excetuando-se o
valor da viabilidade ovo-pupa do genétipo Est/Est” (86,50). Embora diferencas
significativas nao possam ser testadas, nao foram detectados valores de viabilidade
muito distantes, sendo que estas diferengas so6 ultrapassaram a barreira dos 10% nas

comparagdes entre a viabilidade ovo-imago dos gendtipos Est®/Est® (84,00%) e
Est’/Est" (72,00%) e entre a viabilidade pupa-imago dos gendtipos Est7/Est® (97,52%)
e Est'/Est” (86,13%).




Tabela 20. Médias e erros padrdes ( _;ci s-) da viabilidade

ovo-larva, apés 48 horas da ovoposi¢ao, em cinco
placas contendo 100 ovos, para cada um dos
quatro gendtipos (F para homogeneidade das
médias; Q para comparagbes multiplas entre

médias; **: p<0,01).

Genétipo'" Numero de ovos

Eclodidos (%) Nao-Eclodidos(%)

Est’/Est® 95,20 + 0,37 4,80 + 0,37
Est/Est”™ 90,80 + 0,58 9,20 + 0,58
Est”/Est® 95,00 + 0,55 5,00 + 0,55
Est’/Est” 90,20 + 0,66 9,80 + 0,58
23,34**
277

" a sigla & esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita,

a origem materna.




Tabela 21. Numero absoluto de ovos, pupas e imagos e viabilidade ovo-pupa,
ovo-imago e pupa-imago dos quatro genétipos, em 40 tubos com

cinco ovos cada.

Genétipo”  Numero absoluto de Viabilidade (%)

OvVOosS pupas imagos ovo-pupa pupa-imago ovo-imago

Est’/Est® 200 173 168 86,50 97,11 84,00
Est/Estt 200 173 149 86,50 86,13 74,50
Est/Est® 200 161 157 80,50 97,52 78,50
Est/Est”™ 200 159 144 79,50 90,57 72,00

M a sigla & esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem materna.




D. Tempos de desenvolvimento

As meédias dos tempos de desenvolvimento (em dias) ovo-pupa e ovo-

imago (machos e fémeas) dos quatro gendtipos sao apresentadas na Tabela 22. As

variagoes foram de 8,45 (Estlests) a 9,14 dias (EstlestF) para o tempo ovo-pupa, de

13,24 (Est’/Est®) a 13,67 dias (Est'/Est’) para o tempo ovo-fémea, de 13,03
(Est’/Est®) a 13,98 dias (Est®/Est") para o tempo ovo-macho e de 13,15 (Est'/Est®) a
13,79 dias (EstlestF ) para o tempo ovo-imago.

A analise de varidncia para a homogeneidade das médias mostrou
diferengas altamente significantes (p<0,01) entre os gendtipos. O teste para
comparagdes multiplas de Newman-Keuls nao rejeitou a igualdade entre as médias
dos genétipos Est’/Est® e Est’/Est® e entre as médias de Est7/Est” e Est’/Est para
os tempos de desenvolvimento ovo-pupa, ovo-fémea e ovo-imago, ao nivel de
significancia de 0,01. Todavia, para os tempos de desenvolvimento ovo-macho, nao
houve a rejeicdo da igualdade das médias dos gendtipos Est’/Est®, Est’/Est® e
Est’/Est’, diferenciando apenas o genétipo Est’/Est’. Estas comparagdes estdo

representadas no diagrama abaixo:

T.D.
ovo-pupa

Est®/Est®
8,45

Est’/Est®
8,47

Est’/Est’
9,06

Est’/Est’
9,14

T.D.
ovo-fémea

Est’/Est®
13,24

Est’/Est®
13,25

EstS/Est’
13,64

Est’/Est’
13,67

T.D.
ovo-macho

Est/Est®
13,03

Est'/Est®
13,06

Est’/Est’
13,38

Est/Est’
13,98

T.D.
ovo-imago

Est/Est®
13,15

Est’/Est®
13,16

Est/Est’
13,55

Est’/Est’
13,79

Nao foram observadas diferengas significantes entre as médias dos
tempos de desenvolvimento ovo-fémea e ovo-macho, com excegcdao do gendtipo
Est’/Est” que apresentou o tempo ovo-macho significativamente menor que o tempo
ovo-fémea, respectivamente 13,38 dias e 13,67 dias (t=2,37; p<0,05).

A Tabela 23 contém as médias dos tempos de desenvolvimento pupa-
imago (macho e fémea) dos quatro gendtipos. Foi observada a variagao de 4,66
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(Est’/Est’) a 4,88 dias (Est"/Est®) para os tempos pupa-fémea, de 4,50 (Est/Est®) a
4,60 dias (Est’/Est") para os tempos pupa-macho e de 4,64 (Est’/Est?) a 4,73 dias

(Est’/Est® e EstsIEstF) para os tempos pupa-imago. Nao foram encontradas
diferencgas significantes entre as médias através da analise de variancia (p>0,05).

Quando foram comparados os tempos de desenvolvimento entre os
sexos, os tempos pupa-fémea foram ligeiramente maiores que os pupa-macho,
embora tenham sido observadas diferencas significantes (p<0,01) apenas para os
gendtipos Est’/Est® e Est7/Est®.




Tabela 22. Médias e erros padroes ( ,i- t ¢-) do tempo de desenvolvimento (em dias) ovo-

pupa, ovo-fémea, ovo-macho e ovo-imago dos quatro gendtipos (t para
diferenga entre médias de machos e de fémeas; F para homogeneidade das
meédias; *: p<0,05; **: p<0,01; glp: graus de liberdade ponderados para

variancias desiguais; gle;t): graus de liberdade entre os fatores e total).

Genétipo

M

ovo-pupa n

ovo-fémea n

ovo-macho n

t

glp

ovo-imago n

Est/Est®

Est’/Est’
Est'/Est®
Est’/Est’

F

glie;t)

8,45+0,06 172
9,06 + 0,06 173
8,47 + 0,05 161
9,14 + 0,08 159
33,15™

3,664

13,24+ 0,05 98

13,67+ 0,08 86

13,25+ 0,07 77

13,64+ 0,11 81
8,86™"

3;341

13,03+ 0,10 70
13,38+ 0,10 63
13,06+ 0,10 80
13,98+ 0,15 63
15,15**

3,275

1,94

2,37"

1,53

1,78

153

127

144

120

13,16+ 0,05 168
13,55+ 0,06 149
13,15+ 0,06 157
13,79+ 0,09 144
21,44*

3,617

W)

a sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem materna.




Tabela 23. Médias e erros padroes ( 3( t §.) do tempo de desenvolvimento (em dias)

pupa-fémea, pupa-macho e pupa-imago dos quatro genétipos (t para
diferenga entre médias de machos e de fémeas; F para homogeneidade
das médias; *: p<0,05; **: p<0,01; glp: graus de liberdade ponderados para

variancias desiguais; gle;y): graus de liberdade entre os fatores e total).

Genétipo!”  pupa-fémea n pupa-macho n t glp pupa-imago n

Est’/Est® 483+0,05 98 4,59+0,07 69 2,79* 136 4,73 + 0,04 167

Est’/Est’ 466+0,06 8 460+0,15 63 037 78 4,64 + 0,07 149

Est’/Est® 4,88 +0,05 77 4,50+0,07 80 4,34** 143 4,69 + 0,05 157

Est’/Est’ 484+008 81 459+0,10 63 1,94 123 4,73 +0,06 144
F 2,54 0,25 0,60

Ale;t) 3;341 3,274 3;616

"a sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem materna.




E. Estimativa do valor adaptativo

Com os valores médios de cada componente (Tabela 24) foram
estimados indices representativos do valor adaptativo total (W'e) para cada um dos
quatro gendétipos estudados. Estes valores ja foram apresentados anteriormente na
Tabela 15 (longevidades de machos e de fémeas mantidos juntos), na Tabela 19
(produtividade de imagos), na Tabela 20 (viabilidade ovo-larva), na Tabela 21
(viabilidades ovo-pupa e pupa-imago), na Tabela 22 (tempo de desenvolvimento ovo-
pupa) e na Tabela 23 (tempo de desenvolvimento pupa-imago).

Os valores adaptativos, absolutos e relativos, calculados a partir dos
valores percentuais de cada componente, para cada genétipo, em relagado a média das
médias dos componentes da Tabela 24, sao apresentados na Tabela 25. Os maiores

valores relativos de W'e foram observados para os genétipos Est’/Est® (1,000) e

Est"/Est® (0,892) e, os menores, para os gendtipos Est/Est” (0,863) e Est’/Est’
(0,842).




Tabela 24. Médias dos componentes do valor adaptativo dos quatro genétipos e

médias das médias.

Componente Genétipo"” Media
Est’/Est®  Est’/Est”  Est/Est® Est’/Est” das médias
LMA 91,14 78,24 82,48 82,38 83,56
LFA 63,10 56,34 57,60 54,96 58,00
Pl 68,25 33,70 39,55 25,40 41,72
VOL 95,20 90,80 95,00 90,20 92,80
VOP 86,50 86,50 80,50 79,50 83,25
VPI 97,11 86,13 97,52 90,57 92,83
TDOP 8,45 9,06 8,47 9,14 8,78
TDPI 4,73 4,64 4,69 4,73 4,70

LMA: longevidade de machos mantidos com fémeas; LFA: longevidade de fémeas
mantidas com machos; PIl: produtividade de imagos; VOL; viabilidade ovo-larva;

VOP: viabilidade ovo-pupa; VPI: viabilidade pupa-imago; TDOP: tempo de
desenvolvimento ovo-pupa; TDPI: tempo de desenvolvimento pupa-imago; " a
sigla & esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem
materna.




Tabela 25. Valores médios percentuais, em relacdo as medias das meédias
dos componentes, e valores adaptativos estimados (W'e),

absoluto e relativo, para os quatro genoétipos estudados.

Componente Genétipo"”

Est®/Est® Est/Est”  Est’/Est® Est’/Est”
LMA 109,07 93,63 98,71 98,59
LFA 108,79 97,14 99,31 94,76
PI 163,57 80,77 94,79 60,86
VoL 102,59 97,84 102,37 97,20
VOP 103,90 103,90 96,70 95,50
VPI 104,61 92,78 105,05 97,56
TDOP 96,24 103,19 96,47 104,10
TDPI 100,69 98,78 99,84 100,69

W'e absoluto 889,46 768,03 793,24 749,26
W'e relativo 1,000 0,863 0,892 0,842

LMA: longevidade de machos mantidos com fémeas; LFA: longevidade de
fémeas mantidas com machos; PI: produtividade de imagos; VOL,; viabilidade
ovo-larva; VOP: viabilidade ovo-pupa; VPI: viabilidade pupa-imago; TDOP:
tempo de desenvolvimento ovo-pupa; TDPI: tempo de desenvolvimento pupa-
imago; M) a sigla & esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a
direita, a origem materna.




lll.3. Freqiliéncias genotipicas e génicas na descendéncia de cruzamentos

individuais entre heterozigotos

A partir da anélise eletroforética das amostras de individuos adultos
recém-emergidos dos cruzamentos realizados para o estudo da longevidade de
heterozigotos acasalados, foram obtidos os resultados das Tabelas 26 e 27. Na Tabela
26 sao mostrados os valores percentuais dos genoétipos ao longo dos sete periodos de
ovoposigao, para os dois cruzamentos. Observa-se diferenga significante do esperado
tedrico (25% Est/Est® : 50% Est’/Est™ : 25% Est"/Est") apenas para a freqiiéncia
genotipica média da descendéncia do cruzamento entre os heterozigotos Est'/Est®
(x?=9,18; p<0,01). Conseqiientemente, através da andlise dos valores percentuais da
Tabela 27, que trata das freqiiéncias dos alelos Est® e Est", pode ser observada a
desigualdade estatistica entre os valores observados para o cruzamento entre os
heterozigotos Est’/Est® e o esperado teédrico de 50% para cada alelo (x2=4,53;
p<0,01).

Na Figura 15 é apresentada uma imagem digitalizada de um gel,
ilustrativa da analise eletroforética da progénie dos cruzamentos entre hibridos
Est?/Est®, onde podem ser visualizados os padrdes de banda de cada genétipo. Das

quinze moscas analisadas, seis tinham gendtipo Est’/Est® (40,00%), oito eram

heterozigotas (53,33%) e apenas uma tinha gendtipo Est"/Est’ (6,67%). As

frequéncias alélicas calculadas foram de 66,66% e 33,34% para os alelos Est® e Est",

respectivamente.
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Tabela 26. Frequéncias genotipicas da descendéncia dos cruzamentos entre
heterozigotos, ao longo de sete periodos de quatro dias de ovoposicao

(x? de igualdade; **: p<0,01).

Genétipo'"

- Est’/Est® X Estf/Est® EstS/Est’ X EstS/Est”
Periodo

Est/Est® Heterozigoto Est"/Est’ Est/Est® Heterozigoto Est"/Est’

36,67 46,67 16,67 26,67 36,67 36,67
33,33 60,00 6,67 30,00 46,67 23,33
36,67 50,00 13,33 23,33 63,33 13,33
46,67 40,00 13,33 29,63 48,15 22,22
37,04 51,85 11,11 17,67 50,00 33,33
30,00 53,33 16,67 33,33 50,00 16,67
33,33 40,00 26,67 26,67 36,67 36,67

/:C Ty, 3624+525 48,24+7,26 14,92 +6,21 26,61 +541 47,35+9,12 26,03 + 9,58

X2 9,18** 0,29

"a sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem materna.




Tabela 27. Freqluéncias génicas da descendéncia dos cruzamentos entre
heterozigotos, ao longo de sete periodos de ovoposicao (x de
igualdade; **: p<0,01).

Genétipo"”

Periodo  Estf/Est® X Est’/Est® " EstS/Est’ X Est’/EstF @

Est® Est’ Est® Est’

60,00 40,00 45,00 55,00
63,33 36,67 53,33 46,67
61,67 38,33 55,00 45,00
66,67 33,33 53,70 46,30
62,96 37,04 41,67 58,33
56,67 43,33 58,33 41,67
53,33 46,67 45,00 55,00

X*ts, 60,66+4,46 39,34 +4,46 50,29 +6,30 49,71 +6,30

22 4,53* 0,02

Ua sigla a esquerda da barra indica a origem paterna do alelo e, a direita, a origem

materna.




Figura 15. Imagem digitalizada de um gel ilustrativo do padrdo de bandas obtido para

os genétipos homozigotos Est®/Est® (eg. coluna 2) e Est /Est” (eg. coluna
8) e, para os hibridos (eg. coluna 1) da esterase-8 (seta), nos cruzamentos

entre hibridos Est’/Est®.
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lll.4. Alteragoes nas freqiiéncias génicas e genotipicas em populacées

A. Simulacao segundo os valores adaptativos

Os valores adaptativos liquidos (W’), calculados a partir das freqiéncias
genotipicas obtidas das analises eletroforéticas (Tabela 16), bem como, os valores
adaptativos estimados (W’e) (Tabela 25), foram utilizados na simulagdo computacional
com o software “POPULUS”. Foram obtidos valores tedricos e testada a aderéncia
entre estes valores e aqueles obtidos experimentalmente ao final das 30 geragdes
estudadas. Para as comparagdes do W’e, foi utilizada a média dos valores obtidos
para os gendtipos Est/Est® (0,892) e Est®/Est’ (0,842), ou seja, 0,867, para o
heterozigoto.

As curvas de frequéncias genotipicas (a esquerda) e alélicas (a direita)
resultantes das simulag¢des feitas computacionalmente sao apresentadas nas Figuras
16 e 17, segundo W’ e W’e, respectivamente.

Em relagao as freqiéncias genotipicas, com exce¢éao da populagéo D,
com freqiiéncias iniciais do alelo Est® iguais a 12,50% (Figura 16; linha vermelha), os
maiores valores percentuais a 30® geragao corresponderam aos gendtipos EstS/Est®.
Por outro lado, os gendtipos Est’/Est™ (linha azul), apresentaram os menores valores
na ultima geragcao em todas as simulagdes. Os genétipos heterozigotos foram sempre
intermediarios (linha verde), com exceg¢ao da populagao D, para a qual foram obtidos

valores proximos a 50%, superiores aos 30% observados para o genaétipo Est’/Est®.

Na Figura 17, nos graficos referentes as freqiéncias iniciais do alelo Est®

similares as das populagoes A, B, C e E, respectivamente de 50,00%, 25,00%, 75,00%
e 87,50%, pode ser observada a superioridade percentual obtida computacionalmente
para o genétipo Est’/Est®, segundo o W’e. Todavia, no grafico com fregiiéncia inicial
do alelo Est® igual aquela que iniciou a populacao D, ou seja 12,50%, o valor do
genétipo Est®/Est® foi inferior aos demais, sendo observada a superioridade para o
gendtipo Est7/Est".

Considerando-se as frequéncias alélicas, na Figura 16 pode ser
observado que o alelo Est® foi 0 mais frequente na 30° geragdo nas cinco simulagdes,
independentemente das freqiéncias inicias. Na Figura 17, o mesmo pode ser
observado, com exce¢ao do grafico que representa a simulagao segundo o W’e da
populagao D, para a qual a frequéncia deste alelo, ainda que ascendente, nao

suplantou a 30% geragao a freqiiéncia do alelo Est".
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Figura 16. Variagbes (em proporgéo) das frequéncias genotipicas (a esquerda) e alélicas (a direita)
obtidas nas cinco populagﬁes gor smulaq:éo computamonal utlllzando-se do valor
adaptativo liquido W’ (®Est/Est®, ®Est /Est’, @ Est Flest; @ Est®, @ Est’ ).
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Figura 17. Variagbes (em proporgdo) das frequéncias genotipicas (a esquerda) e alélicas (a direita)
obtidas por simulagdo computacional em cinco populagdes iniciadas com frequéncias
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B. Comparagdes entre as frequéncias do alelo Est® observadas

experimentalmente e os modelos simulados

Nas Figuras 18 a 22 podem ser observadas, para cada uma das cinco
populagdes, as curvas das freqiiéncias do alelo Est® obtidas experimentalmente ou
nas simulagdes segundo os valores adaptativos liquidos (W’) e os valores adaptativos
estimados a partir dos componentes (W’e). Neste caso, foram analisadas as curvas
obtidas pela media (0,867) dos valores adaptativos dos gendtipos heterozigotos
EstS/Est” (0,892) e Est’/Est® (0,892), representadas com a linha verde, bem como, as
curvas obtidas com o valor adaptativo de cada um dos heterozigotos, respectivamente,
representados pelas linhas azuis cheias e pontilhadas.

Pode ser observada na Figura 18, referente & populagdo A, que na 30°
geracgao tanto a curva gerada pelo modelo W’ quanto a experimental atingem 75%.
Todavia, segundo o modelo W’e, a freqiéncia do alelo Est® quando utilizado o valor
adaptativo dos dois heterozigotos, seria de aproximadamente 97%, acima das demais
(linha verde). Além disso, as linhas azuis, ilustram a semelhanca dos valores para a
ultima geragao, proximos ao ultimo ponto da linha verde, mesmo quando foram
utilizados os valores de cada um dos heterozigotos separadamente para o calculo de
W’e. Ja em relagao a populagao B (Figura 19), uma grande similaridade numérica (em
torno de 72%) pode ser observada entre a expectativa na 30* geragdo da curva do
modelo W’e utilizando-se a média dos valores dos heterozigotos e o valor obtido
experimentalmente. A linha azul pontilhada, considerando-se o W’e do heterozigoto
Est”/Est®, mostrou-se bem mais préxima deste valor na ultima geracdo, em
comparagao a curva obtida para o outro heterozigoto, que apresentou frequéncia final
proxima a 63%. A outra curva (W’ - linha preta), na ultima geragéo, mostrou o valor da
frequéncia distante aproximadamente 20%, chegando a cerca de 97%, bem acima das

demais.

Na Figura 20, observa-se que as frequéncias do alelo Est® nas ultimas

geragoes simuladas segundo W’e da populag¢ao C, tanto para a média como para cada
um dos heterozigotos separadamente, apresentaram os valores percentuais mais
elevados (acima de 95%) em relag@o aos resultados experimentais (em torno de 75%).
O mesmo pode ser observado para a simulagao computacional com os valores de W’

(linha preta), que alcangou aproximadamente 92% na ultima geracgao.
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Da analise da Figura 21, relacionada a populagao D, que foi iniciada com
a frequéncia de 12,50% de alelos Est®, pode-se observar niveis percentuais muito
préximos a 72% na trigésima geragao da curva da populagdo experimental; entretanto,
verifica-se que as curvas dos modelos dos valores adaptativos sugerem na Uultima
geragao valores percentuais em torno de 25% para W’e (linha verde) e de 55% para
W’ (linha preta). Destaca-se nesta figura a diferenga marcante entre as linhas dos
modelos W’e que utilizaram os diferentes valores adaptativos dos heterozigotos, ou
seja, a linha pontilhada referente a simulagao com os valores de Est7/Est® apresentou-
se com frequéncia final (cerca de 41%) muito acima da curva tragada a partir do outro
heterozigoto (préximo a 13%), 0 que numericamente contribuiu para que o valor obtido
para a simulagao a partir da média fosse tao baixo. Finalmente, para a populagédo E,
observa-se na Figura 22 uma grande similaridade entre os valores percentuais dos
modelos e dos resultados experimentais, em torno de 99%.

Nas Tabelas 28 a 31 sdo apresentados os testes para rejeicdo da
aderéncia das frequéncias génicas (Est®) e genotipicas obtidas experimentalmente na
30% geragdo, consideradas como as freqiiéncias esperadas, aquelas obtidas pela
simulagdo computacional, que foram consideradas como frequiéncias observadas
durante a aplicagdo dos testes de x? (para igualdade) e G (logaritmo da razdo de
verossimilhanga). Nas Tabelas 28 e 29, estao relacionadas as comparagbes em
relagdo as simula¢des a partir dos valores adaptativos liquidos (W’) e, nas Tabelas 30
e 31, a partir dos valores adaptativos estimados (W’e), calculados a partir da média
dos valores dos heterozigotos, ou de cada um deles.

Nao foi rejeitada a aderéncia nas comparagdes das freqiiéncias do alelo
Est® através do teste de x2 entre os valores simulados e experimentais das populagdes
A (x*= 0,02; 0,90>p>0,80) e E (x°= 3,13; 0,10>p>0,05), em relagédo as simulagdes
utilizando-se os indices W’ (Tabela 28). De forma similar, as comparagdes pelo teste G
(Tabela 29), considerando-se desta vez as frequéncias dos trés genétipos, néo

rejeitaram a aderéncia para as mesmas populagdes A (G= 3,03; 0,20>p>0,10) e E

(G=3,98; 0,20>p>0,10). Todavia, tanto para as freqiéncias do alelo Est®, quanto para

as dos trés genotipos, a aderéncia entre os valores simulados e experimentais a
trigésima geracao foi rejeitada para as populac¢des B, C e D (p<0,01).

As frequéncias obtidas para a trigésima geragdo nas simulagdes
utilizando-se os indices W’e ajustaram-se as experimentais nas populagdes B e E.
Quando foi considerada a variacdo percentual do alelo Est®, na Tabela 30, os valores

do teste ¥ nao foram significantes para o estudo que utilizou a média dos valores




Resultados 109

adaptativos para o cdalculo (x°=0,02, 0,90>p>0,80; %°=2,70, 0,20>p>0,10;
respectivamente), bem como, para quando foram utilizados o valor do heterozigoto
Est'/Est® (x°=0,56, 0,90>p>0,80; %?=2,20, 0,20>p>0,10; respectivamente) ou o do
heterozigoto EstS/Est” (x2=2,22, 0,20>p>0,10; x2=2,95, 0,10>p>0,05;

respectivamente). Deve-se ressaltar que neste ultimo caso, as probabilidades dos

valores de x® foram bem mais préximas do nivel de rejeicio de 0,05. Para as

populagdes A, C e D, os valores simulados nao se mostraram aderentes.

Quando foi considerada a variagdo percentual dos trés gendtipos, na
Tabela 31, os valores do teste G também nao foram significantes (G=0,48,
0,90>p>0,80; G=2,86, 0,30>p>0,20), para as populagdes B e E, respectivamente,
quando foi considerada a média dos heterozigotos para o céalculo do W’e. Também,
considerando-se o modelo segundo cada um dos heterozigotos, os valores de G
continuaram nao significantes. Da mesma forma que para o estudo das frequéncias
alélicas, para as populagbes A, C e D, os valores simulados para as frequéncias
genotipicas nao se mostraram aderentes aos observados experimentalmente.

Na Tabela 32 sao apresentadas as frequéncias do alelo Est® obtidas na
trigésima geragdo nas cinco populagbes experimentais e nas simulagdes
computacionais segundo os valores adaptativos liquidos W’ e W’e (calculado a partir
da média dos valores adaptativos dos heterozigotos). Pode ser observado para a
populagédo A que as frequéncias distribuem-se em um intervalo de 20%, ou seja, de
75,39% (W’) a 96,72% (W’e). Para a populagao B destaca-se a proximidade entre o
valor simulado para os indices W’e (71,07%) com o obtido experimentalmente
(70,83%). Quanto aos valores para a populagao C, pode ser observada a proximidade
entre os dois valores obtidos para a simulacdao dos indices (99,38% e 92,57%),
distantes cerca de 12% do obtido experimentalmente. O valor mais discrepante
observado refere-se a simulagao a partir do indice W’e para a populagao D, ou seja,
26,48%, muito distante dos demais, principalmente da freqiiéncia experimental, que foi
de 72,08%. Finalmente, para a populag¢ao E, observa-se a proximidade numérica entre
os valores obtidos das simulagdes e o obtido experimentalmente, todos maiores que
97%.




Geracgéo

Figura 18. Variagdes (em proporgdo) nas frequiéncias do alelo Est® segundo os
modelos de W (linha preta) e W'e (linha verde) em comparagéo ao
observado (linha vermelha) para a populagdo A. As linhas azuis cheia

e pontilhada representam, respectivamente, os modelos calculados

segundo os valores adaptativos dos heterozigotos Est/Est’ e
Est’/Est®.




Geragao

Figura 19. Variagbes (em proporgdo) nas frequéncias do alelo Est® segundo os

modelos de W’ (linha preta) e W’e (linha verde) em comparagdo ao
observado (linha vermelha) para a populagéo B. As linhas azuis cheia
e pontilhada representam, respectivamente, os modelos calculados
segundo os valores adaptativos dos heterozigotos Est’/Est’ e
Est/Est®.




Geragéao

Figura 20. Variagdes (em propor¢éo) nas frequéncias do alelo Est® segundo os
modelos de W~ (linha preta) e W'e (linha verde) em comparagdo ao

observado (linha vermelha) para a populagéo C. As linhas azuis cheia
e pontilhada representam, respectivamente, os modelos calculados
segundo os valores adaptativos dos heterozigotos Est’/Est’ e
Est’/Est®.




Figura 21. Variagdes (em proporgdo) nas frequéncias do alelo Est® segundo os

modelos de W~ (linha preta) e W’e (linha verde) em comparagdo ao
observado (linha vermelha) para a populagéo D. As linhas azuis cheia
e pontilhada representam, respectivamente, os modelos calculados
segundo os valores adaptativos dos heterozigotos Est’/Est’ e
Est /Est®.




Geragéo

Figura 22. Variagdes (em propor¢ao) nas frequéncias do alelo Est® segundo 0s

modelos de W~ (linha preta) e W'e (linha verde) em comparagao ao
observado (linha vermelha) para a populagao E. As linhas azuis cheia
e pontilhada representam, respectivamente, os modelos calculados
segundo os valores adaptativos dos heterozigotos Est’/Est” e
Est’/Est®.




Tabela 28.

Teste x° para a rejeicao da aderéncia das frequéncias do alelo Est®

obtidas através da simulagdo computacional a partir dos valores

adaptativos liquidos (W’), em relagao as meédias observadas na trigésima

geracgao experimental.

Popu-
lacao

Simulacao Experimental y

. o] Resultado

A

B
C
D

75,39
96,70
92,57
54,79

99,99

76,25
70,83
82,50
72,08

97,50

0,02 0,90>p>0,80 Nao rejeita a aderéncia
26,45 p<0,01 Rejeita a aderéncia
6,09 0,05>p>0,01 Rejeita a aderéncia
11,562 p<0,01 Rejeita a aderéncia

3,13 0,10>p>0,05 Nao rejeita a aderéncia
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Tabela29. Teste G (logaritmo da razao de verossimilhanga) para a rejeicao da

aderéncia das frequéncias dos genotipos obtidas através da simulagao

computacional a partir dos valores adaptativos liquidos (W’), em relagcao as

médias observadas na trigésima geragao experimental.

Populagao

Valor Est°/Est® Heterozigotos Est’/Est® G p Resultado

A

Simulado 56,84 37,10 6,05 3,03 0,20>p>0,10 Nao rejeita a
Experimental 63,33 25,83 10,83 aderéncia

Simulado 93,50 6,39 0,11 33,86 p<0,01 Rejeita a
Experimental 52,50 36,67 10,83 aderéncia

Simulado 85,69 13,76 0,55 6,22 0,05>p>0,01 Rejeitaa
Experimental 70,83 23,33 5,83 aderéncia

Simulado 30,02 49,54 20,44 10,59 p<0,01 Rejeita a
Experimental 55,00 34,17 10,83 aderéncia

Simulado 99,98 0,02 0,00 3,98 0,20>p>0,10 Nao rejeita a
Experimental 95,00 5,00 0,00 aderéncia
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Tabela 30. Teste xz para a rejeicdo da aderéncia das frequéncias do alelo Est®

obtidas através da simulagdao computacional a partir dos valores
adaptativos estimados (W’e), calculados segundo a média dos
heterozigotos ou de seus valores, em relagdo as médias observadas na

trigésima geragao experimental.

Popu- Wedo  Simulado Experi- x> p Resultado

lagdo heterozigoto mental
A Média 96,72 76,25 19,92 p<0,01 Rejeita a aderéncia
Est/Est® 9458 7625 1539  p<0,01 Rejeita a aderéncia
Est’Est” 98,15 7625 21,84 0,05>p>0,01 Rejeita a aderéncia

Média 71,07 70,83 0,02 0,90>p>0,80 Nao rejeita a aderéncia
Est/Est® 74,34 70,83 0,56 0,90>p>0,80 Néo rejeita a aderéncia
EstEst® 63,01 70,83 2,22 0,20>p>0,10 Néo rejeita a aderéncia

Média 99,38 82,50 16,57 p<0,01 Rejeita a aderéncia
Est/Est® 9868 8250 1526  p<0,01 Rejeita a aderéncia
Est®Est” 99,72 8250 17,23  p<0,01 Rejeita a aderéncia

Média 26,48 72,08 81,67  p<0,01 Rejeita a aderéncia
Est/Est® 41,36 7208 3685  p<0,01 Rejeita a aderéncia
EstEst”® 1326 7208 13626  p<0,01 Rejeita a aderéncia

Média 99,77 97,50 2,70 0,20>p>0,10 Nao rejeita a aderéncia
Est/Est® 99,49 97,50 2,20 0,20>p>0,10 Nao rejeita a aderéncia
EstEst™ 99,90 97,50 2,95 0,10>p>0,05 Néo rejeita a aderéncia




Tabela31. Teste G (logaritmo da razdo de verossimilhangca) para a rejeicdo da
aderéncia das frequéncias dos genoétipos obtidas através da simulagao
computacional a partir dos valores adaptativos estimados (W’e),
calculados segundo a média dos heterozigotos ou de seus valores, em

relagao as médias observadas na trigésima geragao experimental.

Popula- W’edo Valor EstssIEst Heterozi Est’/Estt G p Resultado
¢dao heterozigoto gotos

A Experimental 63,33 2583 10,83
Média  Simulado 93,54 6,35 0,11 Rejeigdo
Est’/Est® Simulado 89,46 10,25 0,29 Rejei¢ao
Est°/Est” Simulado 96,34 3,63 0,03 Rejei¢ao

Experimental 52,50 36,67 10,83
Média  Simulado 50,51 41,12 8,37 0,48 0,90>p>0,80 Nao rejeicéo
Est'/Est® Simulado 39,70 46,61 13,69 2,63 0,40>p>0,30 Nao rejeicao
Est°/Est” Simulado 5527 38,15 6,58 0,86 0,90>p>0,80 Nao rejei¢do

Experimental 70,83 23,33 5,83
Média Simulado 98,75 1,24 0,00 Rejeigao

Est /Est® Simulado 99,44 0,56 0,00 Rejeicdo
Est®/Estt Simulado 97,38 2,60 0,02 Rejeicao

Experimental 55,00 34,17 10,83
Média Simulado 7,01 38,94 54,05 Rejeigao
Est' /Est® Simulado 1,75 23,01 7524 Rejeicdo
Est>/Estt Simulado 17,10 48,51 34,39 Rejeigao

Experimental 95,00 5,00 0,00
Média  Simulado 99,55 0,45 0,00 2,86 0,30>p>0,20 Néo rejei¢do
Est’/Est® Simulado 99,81 0,19 0,00 3,42 0,20>p>0,10 Nao rejei¢ao
Est°/Estt Simulado 98,99 1,01 0,00 1,98 0,50>p>0,40 Nio rejeicdo




Tabela 32. Frequéncias do alelo Est® obtidas na trigésima geragao nas cinco

populagdes experimentais e nas simulagdes computacionais
segundo os valores adaptativos W’ e W’e (utilizando-se o valor

adaptativo médio dos heterozigotos).

Populagao Experimental Simulag¢oes
w’ We
A 76,25 75,39 96,72

70,83 96,70 71,07
82,50 92,57 99,38
72,08 54,79 26,48

97,50 99,99 99,77




lll.5. Analise das freqliéncias génicas e genotipicas nas populagoes em

estoque

Com o objetivo de se verificar qual a freqiiéncia do alelo Est® e dos trés
gendtipos na populagdo mantida em estoque apés cerca de 50 geragdes do inicio do
experimento e mantidas a aproximadamente 300 geragdes no laboratoério, foi realizada
a analise eletroforética de 78 individuos (36 machos e 42 fémeas) da populagao,
escolhidos aleatoriamente. Na Figura 23 & apresentada uma imagem digitalizada de

um gel da andlise de 39 moscas. Verificou-se a presenca de 22 individuos Est®/Est®

(56,41%), 14 heterozigotos (35,90%) e 3 Est7/Est" (7,69%). A partir destas freqiiéncias
genotipicas, foram calculadas as frequéncias alélicas de 74,36% e de 25,64%,
respectivamente para os alelos Est® e Est". Considerando-se todos os individuos
amostrados foram obtidas as seguintes freqiiéncias genotipicas: 62,83% Est’/Est®;
28,20% heterozigotos; 8,97% Est/Est”. Em relagao as freqiiéncias alélicas, foram
observados 76,92 % Est® e 23,08% Est".




6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

- s

'gg'.l'l’|l'lllll“"”l'!!'|!¥:g-"i&;iiﬂ
14 e

Rttt et X TR L R ST IR

“REE W g cgins v

Figura 23. Imagem digitalizada de um gel ilustrativo do padrio de bandas obtido para os genétipos homozigotos Est/Est®
(eg. coluna 11) e Est’/Est" (eg. coluna 12) e, para os heterozigotos (eg. coluna 14) da esterase-8 (seta).
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IV. DISCUSSAO

Neste trabalho estudou-se a adaptabilidade de trés gendtipos da
esterase-8 de D. mulleri na tentativa de se detectar qual o modelo de selegao
responsavel pela dinamica dos alelos Est® e Est™ nas populagdes experimentais. Os
resultados obtidos passarao a ser discutidos.

Cinco populagdes foram iniciadas com frequéncias diferentes dos alelos
Est® e Est” com o intuito de se verificar a influéncia destas freqiéncias na dinamica
destes alelos, ao longo das geragodes e, se ao final do experimento, segundo estas
diferentes frequéncias, os resultados seriam indicativos do modo de sele¢ao atuante.
Bijlsma-Meeles & Van Delden (1974), com alelos da enzima alcool desidrogenase, e
Yamazaki (1971) e Arnason (1982), com alelos da esterase-5, de D. melanogaster,
também se utilizaram de diferentes freqiiéncias iniciais de alelos para identificar o
modo e a intensidade da sele¢ao.

Os resultados observados no estudo das medias das frequéncias génicas

e genotipicas das trés réplicas, das cinco popula¢des experimentais, ao longo de 30

geragdes, revelaram um forte fator seletivo a favor do alelo Est®, considerando-se

como uma tendéncia ao longo de um grande numero de geragdes. Nas Tabelas 1 a 5,
e nos gréaficos da Figura 1, pode ser observado que, independente da frequéncia inicial
deste alelo, a sua superioridade foi sempre alcangada na trigésima geragdo. Ceron
(1988) também observou maiores frequéncias do alelo Est-8°, proximas a 70%, em
experimentos individuais e nos estoques de D. mulleri mantidos a 25°C, em

concordancia aos resultados aqui apresentados.




Em todas as populagées, independente da frequéncia inicial do alelo
Est®, verificou-se um aumento gradual da freqiéncia dos homozigotos Est®/Est®, até
atingir a superioridade na trigésima geracao. Este gendtipo iniciou sua ascendéncia na
terceira geragao da populagéo A, na primeira da populagao B, na sexta da populagéao
C, na 122 da populacao D e na sexta geragao da populagao E. Por outro lado, para o
gendtipo Est?/Est", observou-se, de maneira geral, o declinio em suas fregiiéncias,
atingindo os menores valores na ultima geragao, sendo mantidos nas populagdes,
principalmente pela reprodugao de heterozigotos.

As frequiéncias génicas e genotipicas observadas nas populagdes foram
incompativeis com a hipotese da neutralidade. Os proponentes da teoria neutralista
(Kimura, 1983; Nei, 1983) consideraram que a variagdo aloenzimatica é neutra, ou
quase neutra. Crow (1972) definiu alelos quase-neutros como aqueles que tenham
coeficientes de selegcao muito pequenos, proximos a zero. Por outro lado, alelos com
mutagdes neutras sao aqueles que se comportam indistinguivelmente da neutralidade
em um determinado momento da histéria evolutiva da populagao. Wills (1981),
baseando-se na idéia de que algumas caracteristicas das populagdes sejam
seletivamente neutras, argumentou que um alelo neutro - no sentido estrito do termo -
deva existir apenas em teoria.

Uma das principais discordancias entre os modelos neutralista e
selecionista diz respeito a distribuicao dos valores adaptativos dos alelos mutantes.
Consideradas as limitagdes do método, a analise dos valores adaptativos (Tabelas 6 a
10), calculados a partir das frequéncias genotipicas de cada réplica, evidenciou a
maior adaptabilidade dos homozigotos Est®/Est®. Na Tabela 11, que apresenta as
médias destes valores adaptativos, utilizados para o célculo do valor adaptativo liquido
(W’), este gendtipo apresentou-se superior em 13 das 15 comparagbes. As duas

Unicas excegdes referem-se a réplica a da populagéo A para a qual o valor adaptativo

do homozigoto Est/Est" (0,8500) foi apenas 0,1% superior ao do genétipo Est’/Est®

(0,8490) e, a réplica a da populagao C, cujo valor adaptativo (0,6298) obtido para este
gendtipo foi inferior ao do gendtipo heterozigoto (0,7504).

Uma possivel explicagao para as variagdes no valor adaptativo seria que
estes valores foram calculados como a média dos valores obtidos, para as 10
geragdes estudadas. Desta forma, além de estar sendo considerado um valor que
representa a tendéncia central de 10 valores, pode ser observado na Tabela 1 a
intensa redugdo ocorrida na freqiéncia do gendtipo Est’/Est® da primeira (34,09%)

para a terceira geragao (15,91%), o que ocasionou a redugao na adaptabilidade deste




gendtipo neste momento da réplica a da populagao A (0,0933, Tabela 6). Também
pode ser observado que entre as geragdes de numero 6 e 9 ocorreram variagdes
aberrantes na réplica a da populagdao C (Tabela 3), ou seja, o decréscimo acentuado
da frequéncia do gendtipo Est’/Est® (de 52,28% para 20,00%) e um conseqiente
acréscimo do gendtipo heterozigoto (de 36,36% para 67,50%).

Provavelmente, em se tratando de uma amostra de individuos de uma
populagao que deva ser considerada em seu todo, incluindo seus representantes nas
fases mais iniciais do desenvolvimento, e ndo apenas quanto a sua parcela adulta, que
era amostrada, este fato refletiria um fendbmeno amostral aleatério ou um momento de
deriva genética, que se tornou significativo justamente pelo fato de serem 10 as
geragdes analisadas, das 30 observadas. Em conseqiiéncia, a fregiiéncia do alelo Est®
também foi reduzida drasticamente neste momento (53,75%). Entretanto, na mesma
Tabela 1, observa-se que a tendéncia de aumento na freqiiéncia do gendétipo Est’/Est®
na réplica a foi restabelecida apés este periodo de perturbagao.

Redugbes no tamanho populacional podem levar a variagbes
significativas nas frequéncias génicas por deriva genética, independente da
adaptabilidade de gendtipos particulares e das de frequéncias génicas iniciais.

Segundo Falconer (1981), as mudangas das frequéncias génicas
resultantes de sele¢cao sao mais complexas do que aquelas resultantes de mutagao,
porque as diferengas de valores adaptativos que originam a selegao sao um aspecto
do fendtipo. Assim, tém que ser consideradas as relagbes de dominancia mostradas
pelos alelos em questao. Neste sentido, dominancia com respeito ao valor adaptativo
nao €& necessariamente o mesmo que dominancia com respeito a qualquer efeito
visivel do gene.

Da analise da Tabela 11 pode-se identificar relagoes de dominancia para

os valores adaptativos liquidos em cada uma das populagdes. Nas populagdes B, D e

E, o gendtipo Est’/Est® apresentou maior valor adaptativo liquido, seguido pelo

gendtipo heterozigoto, o que caracteriza dominancia parcial para o valor adaptativo.
Esta relagao é a esperada a partir dos resultados observados, isto €, maior frequéncia
do alelo Est® ao final das 30 geragdes. Entretanto, outros tipos de relagées também
foram observados: os valores da populagdo C sugerem sobredominancia para o valor
adaptativo, enquanto que na populagdo A, a subdominancia. Estes resultados
discrepantes deveram-se, no caso da populagao C, apenas aos valores adaptativos
médios da réplica a, pois nas réplicas b e ¢ mantiveram-se as relagbes de dominancia
observadas nas demais populagdes. Além do mais, a diferenga em relagdo ao valor
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adaptativo liquido do homozigoto Est’/Est® (0,9960), e do heterozigoto (1,0000), foi
apenas da ordem de 0,4%, que pode ter refletido simplesmente uma diferenga
numeérica nao biologicamente significativa.

No caso da populagédo A, a inferioridade do heterozigoto pode estar
refletindo um fenémeno real, pois, como sera discutido adiante, o genétipo Est’/Est’
mostrou-se inferior aos demais (Tabelas 19, 22 e 25) para diversos componentes do
valor adaptativo e para o valor adaptativo total (W’e). Além disso, simulando
computacionalmente (POPULUS, Figura 16) a dinamica do alelo Est®, com o valor

adaptativo liquido desta populagédo (Tabela 11), demonstrou-se a ocorréncia do

equilibrio instavel em relagéo ao alelo Est®.

A andlise de dependéncia, realizada para a verificagdo de quais
genotipos estariam associados as geragdes amostradas (Figuras 4 a 8), mostrou a
forte influéncia do tempo na explicagao da inércia total, sempre como um forte fator de
dependéncia. Isto significa que para o genétipo Est’/Est®, por exemplo, foi observada
uma forte associagdo com as geragdes a partir da 15° indicando que de modo
independente da frequéncia inicial, este gendtipo esta diretamente relacionado as
ultimas geracgdes. Este fato, interpretado em associagcao as freqiiéncias genotipicas,
sugere que a ANADEP detectou o ponto em que este gendtipo passou a exercer a
maior influéncia numérica no sistema, determinando decisivamente a direcdo das
curvas de freqiéncia com chances pequenas de mudanga, se as forgcas que criaram
todas as associagbes entre gendtipos e geragdes permanecerem as mesmas. De
maneira mais direta, a partir desta geragdao, o modo de selegcdo ja definiu a
superioridade numérica do alelo Est®. Apesar das situagdes discrepantes acima
discutidas, as variagdes nas frequéncias revelaram um forte fator seletivo favorecendo
o alelo Est®, como esperado segundo um modelo de selecao direcional.

De acordo com Futuyma (1992), a observacao de variabilidade genética
nas populagdes poderia ser o resultado da verificagdo experimental de um estado
polimdrfico transitério, pois a selegao estaria dirigindo um dos alelos para a fixagao. De
acordo com o momento amostral e dependendo dos valores adaptativos, haveria a
interpretagao de um polimorfismo balanceado. Como muitas vezes nao se tem idéia
dos valores adaptativos e, nem mesmo, de qual o numero exato de gendtipos nas
populagdes, a analise do modo de selecdo atuante € muito dificil de ser executada. No
presente trabalho, apesar de ter sido amostrado um numero razoavel de gerag¢oes, nao

se pode afirmar que o momento da histéria evolutiva das populagdes seja
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demonstrativo de selecao direcional sem a proposi¢cdo de modelos que possam ser
testados quanto a aderéncia ao observado experimentalmente.

Alguns estudos sobre frequéncias genotipicas foram feitos a partir de
simulagbes com a utilizagao de modelos, geralmente computacionais. Estes modelos
tém algumas vantagens em relagao aos experimentos, ou seja, possibilidade de
simular um grande numero de gerag¢des e de individuos, alteragao na magnitude de
algumas variaveis, repetibilidade, etc. Por outro lado, algumas desvantagens como a
artificialidade dos processos as vezes torna complexa a interpretagéo dos resultados.
Por exemplo, Nagylaki (1989) estudou a manutengao da variabilidade genética em dois
locos dialélicos, sob selegao estabilizadora, segundo um modelo que previa geragdes
discretas e que nao se sobrepunham no tempo, além de cruzamentos aleatdrios,
auséncia de mutagao e de deriva genética, e selecao atuando apenas sobre diferengas
na viabilidade. Além disso, a proposi¢ao dos valores adaptativos foi feita aditivamente
e o desequilibrio de ligagao entre os dois locos foi descartado. Este autor observou que
a presenca de diferentes graus do polimorfismo poderia ser explicada por variagdes na
pressao de selegao sobre cada um dos dois locos. Os polimorfismos estaveis de varios
locos podem ocorrer em modelos tedricos, até mesmo com contribuigées iguais dos
alelos, se for proposta a existéncia de dominancia parcial (Lewontin, 1964; Singh &
Lewontin, 1966), epistasia ou efeitos pleiotropicos (Gimelfarb, 1986). A combinagao de
selecao estabilizadora e sobredominancia na viabilidade podem também manter a
variagao genética (Bulmer, 1973; Gillespie, 1984).

Com o intuito de descrever os dados experimentais, foi proposto um
modelo tedrico que se baseia nas Cadeias de Markov, que em resumo, prevé uma
certa probabilidade para um evento estocastico mudar de um estado A para B; uma
outra probabilidade para que permaneca no estado A; uma probabilidade de mudar do
estado B para A; e, assim por diante, se forem considerados diversos estados. No

presente trabalho, foram assumidos como estados as freqiéncias génicas dos alelos

Est® e Est’ e as frequiéncias dos trés genétipos, distribuidas em classes de frequiéncia

de 10% e de 20%. A partir dos valores das frequéncias obtidos, nas cinco populagoes,
foram compostas matrizes de transigao inicial que indicavam quantas vezes um valor
observado numa classe de freqiiéncia permaneceu na mesma classe ou mudou para
uma classe maior ou menor. Considerando que cada vez que esta matriz de transigao
inicial fosse elevada a uma proxima poténcia, as forgas que interagiram para compor a
distribuicao inicial seriam simuladas, pode-se supor que estas for¢cas sejam aquelas
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que determinaram a histéria evolutiva observada, ou seja, pressao de selegao segundo
as diferengas nos valores adaptativos.

Foram simuladas varias geragdoes para cada populagao (Tabela 12) na
tentativa de se estabelecer o numero de geragdes necessarias para que as
frequéncias do alelo Est® e dos trés genotipos apresentassem variagbes muito
pequenas entre duas geragdes, que pudesse ser interpretado como uma aparente
estabilidade em um certo valor. As simulagdes mostraram que, a partir da 87° geracéo,
as alteragOes seriam muito pequenas, da ordem de 1%. Assim, considerando-se os
intervalos de 20%, a freqiiéncia ponderada esperada para o alelo Est® seria de 76,30%
a partir desta geragao. Outra forma de interpretagao é, segundo o diagrama da matriz
de estabilidade para este alelo, que a probabilidade da freqiiéncia do alelo Est® estar
na classe 0A20% seria igual a zero; na classe 20%A40% seria igual a 2%; na classe
40%A60% seria igual a 15%; na classe 60%A80% seria igual a 37%; e, na classe
80%A|100% seria igual a 47%.

Entdo, segundo este modelo, apés a 87 geragdo, as alteragcbes na
frequéncia deste alelo seriam tdo pequenas, que se fossem representadas
graficamente, mostrariam uma ascendéncia muito leve em dire¢ao a 100%. De modo
semelhante, pode ser analisado o modelo a partir de intervalos de 10%, com
frequiéncia estavel em torno de 81,25% apds a 132° geragao.

As variagoes de frequéncias do alelo Est®, inferiores a 1%, a partir destas
geragOes, poderia sugerir a ocorréncia de um polimorfismo estavel. Entretanto, a
adaptabilidade diferencial dos gendtipos apontam para sua posterior fixagdo. Segundo
Futuyma (1992), quando um alelo deletério torna-se raro, no caso Est’, o valor de Aq
torna-se muito pequeno, de modo que a eliminagao se processa vagarosamente; uma
vez que os alelos recessivos ocorrem preferencialmente em condigao heterozigotica,
sendo mascarados pelos dominantes vantajosos e raramente eliminados como um
todo pela selegao.

Com o intuito de verificar se as réplicas das populagdes experimentais

seriam concordantes do ponto de vista do processo atuante, ou seja, se as frequéncias

do alelo Est® ao longo das 30 geragdes tiveram dispersdes semelhantes, foi realizada

a Andlise de Tendéncia Linear de Séries Temporais para as frequéncias deste alelo
(Figuras 9 a 13), mostrando que, de maneira geral, a sele¢ao atuou segundo um
mesmo padrao em todas elas, o que corrobora a proposi¢gao de que este alelo esteja

relacionado com maior adaptabilidade.
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Li & Graur (1991) destacaram que a selegao natural tem sido considerada
a principal forga direcionadora das mudangas em tragos morfolégicos, enquanto que a
deriva genética, relaciona-se a modelos de evolugao no nivel molecular. Estes autores
acrescentaram ainda que, para o estudo das alteragdes genéticas nas populagoes,
existem duas abordagens matematicas: a primeira, chamada de “modelo
deterministico”, assume que as alteragdes nas frequéncias génicas ocorrem de uma
maneira unica e uniforme a partir de condigdes iniciais e, possui como premissas que
as populagdes sao infinitas e que o ambiente permanece constante ao longo das
geragdes ou, no minimo, que as alteragdes ambientais ocorrem segundo regras
deterministicas. Estas condi¢gdes obviamente nao sdo encontradas na natureza, o que
faz dos estudos puramente deterministicos nao suficientemente capazes de explicar as
alteragdes nas frequéncias alélicas das populagdes sem a utilizagdo de conceitos
acerca de aleatoriedade e de flutuagdes imprevisiveis.

A segunda abordagem matematica das alteragbes temporais nas
populagdes, chamada de “modelo estocastico”, estabelece que as alteragdes nas
frequéncias alélicas ocorrem de maneira probabilistica que, em resumo, ndo pode
prever com certeza quais as freqiiéncias em uma proxima geragao, mas sim, somente
determinar com quais probabilidades estas frequéncias podem sofrer alteragdes.
Varios autores (Nei et al., 1978; Kimura, 1983; Nei & Graur, 1984, entre outros) tém

preferido os modelos estocasticos segundo a alegagao de que eles sao baseados em

situagcdes mais realistas. Todavia, modelos deterministicos sdo mais faceis de serem

tratados matematicamente e fornecem geralmente boas aproximagdes da histéria
evolutiva de polimorfismos.

Aplicando-se a teoria das Cadeias de Markov aos valores percentuais das
freqliéncias alélicas e genotipicas no presente trabalho, poder-se-ia supor que o
modelo estocastico tivesse sido utilizado para a verificagdo de um processo seletivo.
Todavia, quando se considerou que esta probabilidade de mudanga entre as classes
refletiria o fator determinante das variagées ao longo do tempo, poder-se-ia associar o
modelo deterministico como o0 modelo utilizado. Durante o planejamento e a execugao
dos experimentos projetou-se, ao final, fornecer subsidios para a proposi¢cdao de uma
metodologia que pudesse acrescentar aos estudos evolutivos uma nova abordagem
matematica para a verificagao de freqiiéncias génicas e genotipicas apos o término
dos experimentos. Apesar do estudo ter tido um embasamento no modelo
deterministico, a utilizagao das Cadeias de Markov mostraram-se uma ferramenta
adequada para sintetizar toda a histéria evolutiva relacionada a dinamica destes alelos,
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independente das frequéncias iniciais em cada populagao. As simulagdes a partir das
Cadeias de Markov, que possuem principios plenamente estocésticos, em conjunto
com os aspectos tedricos bem difundidos do modelo deterministico, mostraram-se
adequadas para a descrigao a posteriori da dindmica populacional.

A estimativa do valor adaptativo liquido (W’), a partir de populagbes
experimentais, pode estar sujeita a dificuldades metodoldgicas, como por exemplo, a
heterogeneidade do material genético a ser testado. Se um alelo originou-se de duas
populagdes diferentes com altos niveis de endocruzamento, os genes que afetam o W’
e que estao intimamente ligados aos alelos, podem diferir segundo a origem. Se cada
um dos alelos for ligado a genes deletérios, os heterozigotos do loco em estudo podem
mostrar uma superdominancia espuria, pelo fato dos homozigotos para o loco também
serem homozigotos para os genes deletérios (Li & Graur, 1991).

Neste estudo, tomou-se o cuidado de minimizar este problema pois todos
os individuos utilizados para o inicio dos experimentos, tanto para os cruzamentos
individuais, como para as populacdes, foram retirados de uma unica populagao,
mantida em laboratério por, no minimo, 20 anos (aproximadamente 365 geragdes
desde 1976), que originaram as populagbes homozigotas para os dois alelos
estudados por Ceron em 1988 (aproximadamente 182 geragdes). Espera-se que,
devido ao longo periodo de manutengao, que possiveis desequilibrios de ligagao entre
o loco da esterase-8 e de genes intimamente ligados, principalmente aqueles com
fortes influéncias sobre o valor adaptativo, tenham sido equilibrados, como proposto
por Wills (1981).

Segundo Falconer (1981), o carater sobre o qual a selegao atua € o valor
adaptativo. O valor adaptativo de um individuo de determinado genétipo é o resultado
final de todos os seus processos fisiolégicos e do desenvolvimento, que podem ser
denominados de componentes do valor adaptativo.

Fragmentando-se o valor adaptativo em alguns componentes
mensuraveis do ciclo biolégico, procurou-se verificar a existéncia de diferencas
significativas entre as médias dos genotipos, na tentativa de propor quais deles

poderiam estar relacionados ao modelo de selegao proposto, ou seja, aquele que

prové a superioridade numérica obtida para o alelo Est®. A longevidade foi estudada e

considerada como um componente diretamente associado ao valor adaptativo, pois
individuos mais longevos devem ter maior probabilidade de deixarem mais

descendentes, em comparagdo aos menos longevos. Além disso, duas situagbes
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foram analisadas: moscas virgens, ou seja, mantidas sem atividade sexual; e, moscas
mantidas juntas, com possibilidade de manterem atividade sexual (Tabelas 14 a 16).

Varios autores indicaram que os componentes do valor adaptativo
relativos a fase de selecao sexual (Hedrick & Murray, 1983), como por exemplo, os
tempos de cépula e de pré-copula e a frequéncia de acasalamentos, sao muito
importantes para a composigao do valor adaptativo total, pois deles dependem a que
taxas e velocidades os patrimdénios genéticos dos pais serdo transferidos para a
proxima geragao (Prout, 1971a,b; Barnes & Merrel, 1985; Carareto & Mourao, 1992).

A observagao de que os individuos acasalados do gendtipo Est’/Est®
foram significativamente mais longevos que os demais, pode sugerir que este gendétipo
seria beneficiado, pois seus individuos poderiam ainda permanecer na populagdo ao
mesmo tempo que as proximas duas geragoes, no minimo. Em consequéncia, por se
tratar de uma espécie que tem a necessidade de amadurecimento sexual de cerca de
sete dias, estes machos, ja sexualmente amadurecidos, teriam maiores chances de
acasalamento com as fémeas das geragdes seguintes. Por outro lado, os machos do
gendtipo Est'/Est” que mostraram as menores longevidades, segundo esta linha de
raciocinio, teriam as menores chances, embora ainda existissem sobreposicdes de
geragoes.

De maneira geral, a teoria da selecao natural estabelece que a
capacidade diferencial de contribuir para as futuras geragées, em termos de progénie,
constitui a base da evolugao adaptativa (Hedrick & Murray, 1983). De acordo com o
Paradigma Sintético da Evolugéo, a selegdo natural pode ser entendida como o grau
de eficiéencia com que os diferentes gendtipos que coexistem na populacdo se
reproduzem (Dobzhansky, 1973); é considerada, portanto, como um processo que
possibilita o aumento da frequéncia de individuos melhor adaptados em relagdao aos
demais, ao longo de sucessivas geragoes.

Os resultados obtidos para o estudo da produtividade (Tabelas 17 a 19)

sugerem uma outra razdo para as frequéncias aumentadas do alelo Est® nas

populagdes. Os cruzamentos envolvendo as fémeas Est’/Est® produziram cerca de
duas vezes mais descendentes principalmente em comparagao com aqueles que
envolveram as fémeas Est’/Est”. Este fato, associado & maior longevidade dos
individuos Est’/Est® classificariam este gendtipo como possuidor de maior
adaptabilidade.

Carareto & Mourdao (1992), avaliando a importancia relativa de
componentes do valor adaptativo mostraram que, para D. sturtevanti, a produtividade é
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um dos mais importantes componentes para a composicao do valor adaptativo total de
um certo genodtipo. No presente trabalho, foram observadas diferengas altamente
significantes neste componente em relagao aos quatro gendétipos estudados. Esta
capacidade pode ser considerada ainda do ponto de vista da sobrevivéncia nas fases
iniciais do desenvolvimento, na forma de componentes da viabilidade (Tabelas 20 e
21). O gendtipo Est’/Est® apresentou as maiores médias em dois componentes da
viabilidade (ovo-larva e ovo-imago) e valor igual ao de Est?/Est® para a viabilidade ovo-
pupa. Apenas para a viabilidade pupa-imago (97,11%) este gendtipo foi inferior, pois o
heterozigoto Est/Est® apresentou um valor levemente superior (97,52%). E importante
ressaltar que este gendtipo heterozigoto, que se caracteriza pela origem materna do
alelo Est®, tem se mostrado também muito eficiente nos componentes do valor
adaptativo analisados, como a produtividade de imagos, as viabilidades e os tempos
de desenvolvimento. Se forem também analisadas a luz da adaptabilidade genotipica,
como maiores taxas de sobrevivéncia e reproducao dos gendétipos, a maior viabilidade
observada para o homozigoto Est®/Est® aumentaria, embora em escala menor que a
produtividade, a frequiéncia do alelo Est® nas populagoes.

Kojima & Yarborough (1967) e Kojima & Tobari (1969) estudaram
populagdes experimentais de D. melanogaster e relataram, pelo menos para dois locos
enzimaticos (esterase-6 e alcool desidrogenase), a diminuicdo da viabilidade de um
genétipo com o aumento de sua freqiiéncia, o que estd de acordo com o modelo de

selecao dependente da frequéncia. Neste trabalho o gendtipo Est’/Est® apresentou a

maior viabilidade em todas as fases estudadas, em cruzamentos individuais. Nao
foram realizados experimentos para testar a atuacdo de selecdo dependente da
frequéncia, pois nao foram encontradas evidéncias de estar o loco da esterase-8 sob
este modelo seletivo, ja que o gendtipo Est’/Est®, apds algumas geragdes, tornou-se o
mais frequente em todas as populagdes, independentemente das frequéncias iniciais
serem altas, medianas ou baixas (Figura 1).

Bijlsma-Meeles & Bijlsma (1988) estimaram para D. melanogaster a
adaptabilidade relativa de diferentes genétipos dos alelos Adh® e Adh” sob condigdes
normais de laboratério e na auséncia de pressao seletiva provocada por conteudos de
alcool no meio de cultura. Seus resultados revelaram que para a viabilidade,
representante dos componentes do valor adaptativo da fase larval, nao foram
observadas diferengas significantes entre os genotipos. Além disso, para o estudo da
fertilidade de machos, o homozigoto Adh®/Adh®> mostrou valores estatisticamente
menores, O que sugeriria a presenga de dominancia adaptativa do alelo Adh’.
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Entretanto, para a fecundidade de fémeas, foram observadas diferengas significativas
sugestivas de sobredominancia, ou seja, ambos 0os homozigotos apresentaram valor
adaptativo inferior ao do heterozigoto, o que levaria a manutengao do polimorfismo.
Ainda em relagao aos componentes do valor adaptativo, procurou-se por
diferengas entre as medias dos genétipos em relagéo aos tempos de desenvolvimento
(Tabelas 22 e 23), considerando-se a premissa de que quanto mais rapido fosse o
desenvolvimento do individuo, mais cedo ele estaria apto a acasalar-se e a contribuir
com seu genotipo para a proxima geragao. Neste caso, novamente pode ser proposta

a maior eficiéncia do gendtipo Est’/Est® em relacdo aos demais, principalmente

imposta pelos menores tempos de desenvolvimento ovo-pupa, 0 que proporcionaria
um menor tempo de exposi¢ao aos catabdlitos toxicos acumulados no meio de cultura
pelas larvas que ali se alimentam e excretam (Moya & Botella, 1985). Esta intoxicagao
poderia, como um reflexo, reduzir a viabilidade dos individuos e, até mesmo, sua
produtividade e longevidade. Similarmente aos outros componentes estudados, pode
ser observada também certa eficiéncia do genétipo heterozigoto Est/Est®, para o qual
foram obtidos valores muito préximos ao referido genétipo homozigoto.

Budnik & Brncic (1975) mostraram que residuos do metabolismo de
larvas podem afetar a viabilidade nesta fase do desenvolvimento. Tal mecanismo,
segundo os autores, pode ser considerado como regulador do tamanho da progénie,
visto que estes metabdlitos podem apresentar alta toxicidade. Desta forma,
considerando-se que os metabdlitos relacionam-se justamente a fisiologia da digestao
e as esterases tém papel importante neste aspecto (Jones & Brancoft, 1986; Argentine
& James, 1995), poder-se-ia supor duas possiveis explicagdes para os individuos
portadores do alelo Est® em homozigose apresentarem maior produtividade: maior
habilidade na metabolizagao destes agentes toxicos ou menor produgao de produtos
toxicos excretados no meio. Esta suposigcéo, entretanto, permanece para ser testada.

Yamazaki & Hirose (1984) propuseram que genes relacionados com o
valor adaptativo total nao afetariam igualmente cada componente. Por exemplo, genes
que trariam beneficios a viabilidade poderiam ser detrimentais a fertilidade, como foi
mostrado nos estudos dos efeitos mutacionais pleiotropicos sobre a viabilidade
(Simmons et al., 1980). A hipétese do pleiotropismo antagdnico ou variavel foi baseada
nas correlagées negativas entre os efeitos genéticos sobre os componentes da histéria
da vida. Para Rose (1983), de maneira geral, os componentes exibiriam acao
pleiotrépica antagdnica, ou seja, aumentando a contribuicdo de um componente e

diminuindo a de outro.




Apesar de nao terem sido empregados métodos para se quantificar a
contribuicao relativa de cada componente para o valor adaptativo total, como por
exemplo os empregados por Carareto & Mourao (1992), a luz dos resultados obtidos
em cada componente analisado, fica clara a auséncia de correlagao negativa entre
eles, ou seja, nao se detectou pleiotropismo antagdnico no presente trabalho, pois a
magnitude dos valores de cada componente, para cada genétipo, foram geralmente
concordantes. Esta auséncia de pleiotropismo antagdnico encontra embasamento na
“hipétese unitaria” (Geisel, 1979; Geisel & Zettler, 1980), que em resumo, assume que
“a reprodugao e a sobrevivéncia sao caracteristicas geralmente inseparaveis”, ou seja,
“todos os caracteres da histéria da vida devem ser vistos como componentes do valor
adaptativo positivamente correlacionados, evoluindo como o valor adaptativo evolui”.
Segundo estes autores, genes que favoreceriam componentes relativos a reprodugao
ou a sobrevivéncia, deveriam também favorecer todos os demais. Considerando que
uma afirmagao extrema dessa natureza nao deva ser tomada no seu sentido estrito,
poder-se-ia explicar a vantagem adaptativa do alelo Est®, observada na maioria dos
componentes estudados, como uma associagdo entre o loco em questdo e os
componentes selecionados para o estudo.

Nao foram encontrados na literatura muitos relatos acerca de
comparagoes de componentes do valor adaptativo de linhagens esterasicas para
serem contrapostos com os obtidos do presente trabalho. Entretanto, Saad et al.
(1994) estudaram a associagao de alelos da esterase-6 com componentes do valor
adaptativo de D. melanogaster, respectivamente nas fases reprodutivas e pré-adulta.
Esta esterase, que é principalmente produzida no ducto ejaculatério de machos,
parece desempenhar um importante papel na biologia reprodutiva, segundo estes

autores. No primeiro estudo, foram comparadas 11 linhagens Est-6°, e cinco Est-6,

segundo cinco componentes: periodo de pré-cépula, tempo de copula, frequéncias de
acasalamento, produtividade de ovos e fertilidade. Nao foram encontradas diferengas
significantes entre os componentes nas comparagdes entre os alelos.

Em outro trabalho, o mesmo grupo utilizou componentes do valor
adaptativo em linhagens da esterase-6 de D. melanogaster (Oakeshott et al., 1994).
Todavia, o estudo baseou-se na analise dos niveis de atividade protéica com reflexos
no tempo de desenvolvimento e na viabilidade ovo-adulto em linhagens determinadas
por haplétipos e ndao por padrao de migragao eletroforética das enzimas. Apesar de
tratar-se de uma abordagem muito diferente do presente trabalho, onde nao foram
estudadas as atividades das isoenzimas EST-8° e EST-BF, podem ser feitas algumas
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consideragoes, por analogia. Por exemplo, estes autores verificaram que os niveis de
atividade enzimatica estavam diretamente associados a viabilidade e, de maneira
inversa, ao tempo de desenvolvimento. A partir deste principio, se o alelo Est®
proporcionar uma proteina mais ativa, em termos cataliticos, poderia explicar as
maiores viabilidades e os menores tempos de desenvolvimento obtidos para os
gendtipos Est®/Est®.

Yamazaki (1971) realizou experimentos com linhagens da esterase-5 de
D. pseudoobscura. A partir dos resultados obtidos ao longo de varias geragoes, nas

12 o autor propds que

populagdes iniciadas com diferentes freqiiéncias do alelo Est-5
este alelo nao estaria sofrendo efeito seletivo, ou no maximo, estaria sob selegcao
fraca, visto que as variagdes nas frequéncias foram inferiores a 5%, ao longo do
tempo. Contrariamente, Arnason (1982), estudando populagdes grandes e pequenas
desta espécie, iniciadas com frequéncias de 50% deste mesmo alelo, observou uma
redugao significativa, atingindo um valor de equilibrio em torno de 40%, apés 400 dias
de experimento. Este comportamento foi considerado pelo autor como incompativel
pelas predicdes da teoria da neutralidade e que algum tipo de selegédo balanceado
estava implicado no processo. Entretanto, nas populagbes pequenas nao foram
observadas tais alteragcoes. Pode-se supor que discordancias desta natureza sejam
devidas a dificuldades experimentais relacionadas com o tamanho das populagdes,
namero de réplicas, erros amostrais, etc. Entretanto, Yamazaki (op. cit.) também
estudou a viabilidade e a fertilidade dos diferentes gendétipos, ndo obtendo contudo
diferengas significativas, principalmente devido aos grandes erros padrbes obtidos
para as médias, o que corroboraria a nao observacéao de selecao.

No presente trabalho, a composi¢cao de indices representativos do valor
adaptativo total (W’e), a partir dos valores médios dos componentes, como proposto
por Carareto & Mourao (1992), revelou de forma clara o que havia sido observado
particularmente para cada componente estudado, isto €, a maior adaptabilidade
relativa do genétipo Est®/Est® (1,000), seguido do hibrido Est/Est® (0,892), que
possui o alelo Est® de origem materna, do homozigoto Est?/Est" (0,863) e, do hibrido
Est’/Est” (0,842), com o alelo Est” de origem paterna. Estes resultados vdo ao

encontro daqueles obtidos experimentalmente para as populagdes, ou seja, a maior

adaptabilidade dos homozigotos Est’/Est® ¢ compativel com o aumento nas

frequéncias génicas ao longo das 30 geragoes.
Anderson & Oakeshott (1984) e Oakeshott et al. (1988), apresentaram
evidéncias da natureza adaptativa da esterase-6 em populagdes naturais de D.




melanogaster, pois as freqiiéncias dos alelos Est-6° e Est-6" mostraram padrées nao-
aleatérios em relagao a latitude e a sazonalidade nos trabalhos realizados na Australia,
na Ameérica do Norte e na Europa. Estas variagdes constituem evidéncia de que estes
alelos nao sao neutros. Todavia, Jiang et al. (1989) encontrou resultados diferentes em
algumas populag¢des chinesas. Este fato pode ser sugestivo da existéncia de mais de
um alelo sob a denominacgao "slow" ou "fast", promovendo diferentes adaptabilidades.
Eletromorfo € um termo utilizado para designar uma familia de variantes enzimaticas
que nao possuam diferengas quanto a mobilidade eletroforética. Como estas variantes
nao sao passiveis de separacao através de técnicas convencionais, a sua ocorréncia
em populagbées pode levar a uma subestimativa da variabilidade genética existente,
pois sua diferenciagao eletroforética nao é possivel.

Em populagbes experimentais, contudo, nao foram encontradas
diferencas significativas em componentes da atividade sexual e da produtividade entre
gendtipos destes dois alelos (Miekle & Richmond, 1990). Atualmente é sabido que o
polimorfismo EST-6° e EST-6", com suas diferengas adaptativas, € apenas um entre
varios possiveis para o loco Est-6. O sequenciamento da regiao codificadora do
cromossomo lll, realizado por Cooke & Oakeshott (1989), revelou pequenas diferengas
em aminoacidos que corresponderiam a variagdbes minimas no padrao de migracao
eletroforética. Assim, genericamente considerados como "slow" e "fast", existem na
verdade um namero ainda incerto de variantes enzimaticas, detectaveis apenas a partir
de técnicas eletroforéticas de alta resolugao, ou entdo, em experimentos de
instabilidade térmica (Saad et al., 1994). De maneira geral, estes resultados podem ser
sugestivos que pequenas diferengas seletivas entre amostras destas variantes
minimas, obtidas nos primeiros estudos laboratoriais que compararam os alelos Est-6°

e Est-6", podem ter levado a observagdes equivocadas de diferengas adaptativas entre

estas duas formas principais.

Alguns autores sugeriram a utilizagao de meios de cultura restritivos como
um fator de ampliagao das diferengcas entre gendtipos de isoenzimas, quando estas
diferengas nao sao detectadas de maneira convincente. Por exemplo, Wills e seus
colaboradores investigaram os locos da esterase-5 e da octanol desidrogenase (ODH)
de D. pseudoobscura (Wills & Nichols, 1971, 1972; Wills et al., 1975), sob a premissa
que os coeficientes de selegao associados a diferentes genétipos seriam praticamente
nao detectaveis na maioria dos locos eletroforeticamente polimérficos em populagdes
exocruzantes. Foram utilizados diferentes meios de cultura que se esperava
interagirem com os locos Odh e Est-5. meios contendo octanol e etanol, ambos
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substratos para a enzima codificada pelo loco Odh, e tributirina, um lipideo de cadeia
curta que é levemente hidrolisado pela EST-5. Um resultado interessante, sao as
diferentes maneiras com que os diversos meios afetaram a sobrevivéncia dos
gendtipos Odh, detectadas por estes autores. Houve uma deficiéncia de homozigotos
Odh®/0dh® e excesso de Odhf/Odhf em meio com etanol e exatamente o reverso em
meio com octanol. Em cada caso, o heterozigoto nao foi intermediario, com uma
dominancia parcial em relagdo ao genétipo mais apto. Para o loco Est-5, ligado ao
sexo, a situagao foi diferente. O hemizigoto Est-5" esteve em desvantagem tanto em
meio com octanol como com tributirina. Entretanto, os autores argumentaram que é
provavel existirem outros meios de cultura onde o hemizigoto Est-5° seria
desfavorecido.

No presente trabalho nao foram utilizados meios restritivos para se
maximizar os efeitos da selegdo. Todavia, a metodologia empregada durante o
procedimento experimental, como por exemplo, as varias réplicas para a analise dos
componentes do valor adaptativo, mostrou-se suficiente para a detecgdo das
diferencas observadas entre os genétipos.

As freqiéncias génicas e genotipicas obtidas a partir de simulagdes
computacionais (programa POPULUS), com os valores adaptativos liquidos para cada
gendtipo (W’, Tabela 11) e estimados a partir dos componentes do valor adaptativo
(W’e, Tabela 25), foram comparadas com as frequéncias obtidas experimentalmente
(Tabelas 28 a 32).

A principio, o software utilizado simula infinitas geragbes de selegao em
um loco autossdmico, a partir de um modelo deterministico que assume tamanho
populacional infinito, minimizando, desta forma, os erros de amostragem. Alem disso, o
modelo supde que o regime de sele¢gado permanega constante durante toda a historia
evolutiva da populagdao e que nao exista nenhum efeito ambiental sobre o fendtipo,
sendo ele diretamente o resultado de um unico loco autossémico.

As comparagdes das Tabelas 28 e 29 entre os valores simulados para o

W’ e os experimentais revelaram a forte aderéncia para os valores das populagoes A e

E, justificando que o modelo que melhor explica a disperséao do alelo Est® ao longo das

geragbes é o da selegdao direcional, determinado pelas diferengas adaptativas
observadas entre os referidos genétipos, principalmente pela vantagem do homozigoto
Est®/Est®.

Entretanto, o mesmo nao foi observado para as populagdes B, C e D.

Para a populagao B, o modelo simulado, segundo este mesmo valor adaptativo, previu
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o valor 96,70% para a frequéncia do alelo Est® na trigésima geragao, cerca de 25,00%

maior que os valores obtidos experimentalmente. Para a populagao C, previu 85,69%,
cerca de 15,00% maior que o experimental. Todavia, para a populagao D a frequéncia
simulada foi de 30,02%, 25,00% inferior a obtida experimentalmente.

Em relagdo as simulagdes computacionais utilizando-se os valores W’e
(Tabelas 30 e 31), observa-se para a populagao B a nao-rejeicao da aderéncia entre o
valor experimental e os valores simulados, independente da utilizagdo do valor
adaptativo médio dos heterozigotos (0,867) ou de seus valores individuais (Est7/Est®:
0,892; Est’/Est": 0,842). Foram obtidas, respectivamente, as freqiéncias 71,07%,
74,34% e 63,01% para as quais nao se rejeitou a aderéncia em relagcao a trigésima
geracao experimental (70,83%), contrariamente ao observado para o W’. Para a
populagéo E, também nao se rejeitou a aderéncia, como citado acima. Entretanto, para
os valores relativos as simulagdes com freqiiéncias iniciais idénticas aquelas das
populagdes A, C e D, foram rejeitadas as aderéncias (p<0,01). Nas duas primeiras, os
valores simulados para as freqiéncias do alelo Est® foram superiores aos obtidos
experimentalmente. Mas, na populagao D, o valor simulado € cerca de 50,00% menor
que o experimental, prevendo-se a necessidade de um numero consideravel de
geragoes para que atingisse cerca de 70,00%.

A rejeicao das aderéncias nas populagbes pode ter sido devida a
diferentes fatores. Primeiramente, por se tratar de comparagdes entre valores médios
obtidos a partir de amostras de trés réplicas a cada trés geragdes, existiu um
componente amostral que nao poderia ser descartado, como ja discutido anteriormente
(Futuyma, 1992; Gravilets & Hastings, 1994). Outra varidvel que poderia ter sido
responsavel pela rejeicao pode ser o numero de geragdes insuficiente para que a
frequéncia deste do alelo Est® pudesse atingir valores mais altos.

Além disso, o modelo computacional nao prevé variagbes ocasionais,
como de deriva genética, que poderia determinar redugdes casuais da frequéncias
deste alelo, mas simplesmente, aplica as frequéncias dos genétipos os valores
relativos de adaptabilidade, em um processo numeérico deterministico, como previsto
por Li & Graur (1991), que deve ser considerado com cautela pois admite populagdes
infinitas e constancia ambiental, dificilmente encontrados em experimentagao.

Devemos considerar ainda que os valores W’e utilizados para as
simulagdes foram calculados a partir de oito componentes do valor adaptativo,
representativos de diferentes fases do ciclo biolégico de D. mulleri, o que poderia ser
uma subestimativa do valor adaptativo real para o gendtipo, ocasionando pequenas
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diferengas nas frequéncias genotipicas e génicas a trigésima geracao. Além disso,
estes valores foram calculados a partir de médias de componentes, segundo um
modelo aditivo, introduzindo também um componente amostral relacionado ao erro
padrao destas médias.

Como ultimo fator, e talvez o mais relevante, que pode ter interferido nas
freqiiéncias do alelo Est® nas populagdes experimentais, destaca-se a inferioridade
dos heterozigotos. Nas populagdes, as analises eletroforéticas nao permitiram
diferenciar os heterozigotos quanto a origem dos alelos (se Est”/Est® ou Est®/Estf);
entretanto, em cruzamentos, pudemos avaliar seus valores adaptativos individuais. O
heterozigoto, como ja citado, Est®/Est™ mostrou-se como o menos apto (0,842) e esta
inferioridade relativa poderia ter interferido no aumento esperado da freqiiéncia do
alelo Est®, segundo o modelo tedrico, devido a possibilidade de equilibrio instavel, que
em alguns momentos favoreceria o alelo Est’.

Futuyma (1992) tratando da inferioridade dos heterozigotos, coloca
também este fendmeno como uma forma de manutengao de polimorfismos nas
populagoes. Este autor considera que se os valores adaptativos de trés gendtipos (AA,

AA’ e A’A), forem respectivamente 1+sy, 1 e 1+s,, haveria um equilibrio em

A A
g=s1/(s1+s2); entretanto, este equilibrio seria instavel se q fosse menor que q,

produzindo um Aqg negativo e a frequéncia do alelo A’ diminuiria. Se q fosse maior, Aq
seria positivo, levando ao aumento e a fixagao de A’. Portanto, a composi¢cao genética
da populagao, neste caso, dependeria de sua frequéncia alélica inicial.

O  equilibrio instavel pode ser demonstrado  simulando
computacionalmente (POPULUS) a dinamica do alelo Est®, com os valores adaptativos
liquidos médios da populagao A (Est”/Est®: 1,000; heterozigoto: 0,874; Est"/Est":
0,973). Verifica-se, com esta simulagao, que a frequéncia de equilibrio encontra-se em
44%, resultando na manutencgao dos dois alelos na populagéo. Frequéncias iniciais de

Est® superiores, favorecem-no, levando este alelo a fixacdo. Entretanto, freqiiéncias

iniciais inferiores a 44% desfavorecem o alelo Est® e determinam, consequentemente,

o aumento de frequéncia de Est’, que tenderia por sua vez a fixagao. Este fendmeno
pode ser o principal fendmeno redutor da velocidade de dispersdo do alelo Est®.

Em adi¢ao, a observacao das diferengas significantes em relagao ao
esperado para as freqiiéncias génicas e genotipicas, obtidas na descendéncia dos
cruzamentos entre os heterozigotos (Tabelas 26 e 27), ou seja, o aumento substancial

de progénie Est’/Est® no cruzamento entre individuos Est?/Est®, somada a maior
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geragdes. E importante ressaltar que a partir deste ponto, as variagdes nas freqiiéncias
alélicas seriam pequenas (inferiores a 1%), 0 que poderia estar sendo observado no
estoque. Desta forma, o momento da histéria evolutiva da populagdo em relagdo ao
loco génico em questdo, de sua dinamica, das forcas seletivas envolvidas e dos
possiveis fendmenos estocasticos, deve ser justamente o previsto segundo as Cadeias
de Markov.

O presente trabalho abre novas linhas de abordagem, segundo diferentes
metodologias, que poderiam ser empregadas para auxiliar o esclarecimento das
questdes aqui levantadas. Entre estas metodologias, deve ser citada a empregada por
Game & Oakeshott (1989). Estes autores detectaram diferengas significativas na
quantidade e na atividade da EST-6 sintetizada por diferentes alelos, de acordo com o
sexo de adultos virgens de D. melanogaster. Além disso, técnicas bioquimicas como a
eletroforese de alta resolugao para a detecgao de variantes minimas, como utilizadas
por Cooke et al. (1987) para esta mesma esterase, ajudariam a identificar novos
gendtipos, nao observaveis segundo as técnicas convencionais.

Apesar das dificuldades que existem para explicar diferencas na
adaptabilidade de gendtipos a partir da extrapolacdao de dados bioquimicos, como por
exemplo, aqueles obtidos pelos ensaios enzimaticos de White et al. (1988), para as
proteinas EST-6° e EST-67, acerca da especificidade de substratos, da
termoestabilidade e dos efeitos do pH, de alcoois e de inibidores sobre a atividade
destas enzimas, os resultados obtidos poderiam ser utilizados juntamente aos dados
populacionais, na tentativa de elucidar as bases moleculares e evolutivas envolvidas
na dinamica da esterase-8 de D. mulleri.

Em conclusao, os resultados das frequéncias genotipicas e génicas das
populagdes experimentais, as médias dos componentes do valor adaptativo e os dois
tipos de valores adaptativos calculados indicaram maior adaptabilidade do gendtipo

Est’/Est®, justificando o aumento na frequéncia do alelo Est® ao longo das geragoes,

segundo um modelo de selegao direcional.
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V. RESUMO E CONCLUSOES

Uma questdo importante na genética de populagdes é se as variantes
genéticas diferem em valor adaptativo, sendo assim matéria prima para a adaptagao a
novos regimes seletivos, ou, se a maior parte da variabilidade genética encontrada nas
populagbes é seletivamente neutra e irrelevante para a capacidade de uma populagao
responder a novas forgas de selecdo. As isoenzimas constituem uma parcela
significativa dos polimorfismos e, as esterases, compreendem um grupo heterogéneo
de isoenzimas que, nos insetos, estdo envolvidas em varios processos metabdlicos,
incluindo a digestao, a degradagao de inseticidas, de feroménios e do horménio juvenil.

Em contribuicdo ao entendimento das questdes acerca de qual fragéo da
variabilidade enzimatica é adaptativa e qual quantidade é seletivamente neutra, o
presente trabalho foi planejado para atingir os seguintes objetivos: a) estudar a
dinamica de dispersdao dos alelos Est® e Est” da esterase-8 em populagdes
experimentais de Drosophila mulleri, ao longo de 30 geragdes; b) decompor o valor
adaptativo total em seus componentes e avaliar diferengcas na expressdo destes
componentes entre as linhagens homozigotas e heterozigotas; ¢) verificar se algum

modelo seletivo explica as varia¢gdes nas freqiéncias génicas, bem como, identificar os

fatores evolutivos atuantes no polimorfismo dos alelos Est® e Est’ e suas expressoes

ao longo das geragoes.

Foram fundadas cinco populagbes experimentais com trés réplicas cada
uma, segundo diferentes frequéncias iniciais do alelo Est®: populacao A (50%), B
(25%), C (75%), D (12,5%) e E (87,5%), mantidas através da técnica de transferéncia
seriada. A cada trés geracdes, até a trigésima, foi feita uma amostragem de adultos
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para analise eletroforética em gel de poliacrilamida. Com os resultados das frequiéncias
génicas e genotipicas foram realizadas analises de Dependéncia, de Tendéncia Linear
de Séries Temporais e de Cadeias de Markov. Foram ainda compostos indices
representativos do valor adaptativo liquido (W’) para cada genétipo.

Os resultados mostraram que as freqiiéncias de Est® foram maiores, ao
final das 30 geragdes, independente da sua frequéncia inicial. Nas populagdes
fundadas com freqiiéncias de Est® inferiores as de Est" (populagdes B e D), por volta
da 15° geragao, as frequiéncias de Est® tornaram-se maiores, permanecendo assim até
o final. Estes resultados sao incompativeis com a hipétese da neutralidade pois
revelaram uma forte pressao seletiva favorecendo Est®.

O gendtipo Est®/Est® apresentou o maior W’, superior em 13 das 15
comparagoes. Nas popula¢des B, D e E, este gendtipo apresentou maior valor seguido
pelo gendtipo heterozigoto, o que caracteriza dominancia parcial para o valor
adaptativo, em concordancia com a maior freqiiéncia de Est® ao final das 30 geragdes.

Através da Andlise de Dependéncia mostrou-se que o gendtipo Est’/Est®
esteve fortemente associado com as geracdes posteriores a 15%, indicando que, de um
modo independente da frequéncia inicial, este gendtipo esteve diretamente relacionado
as ultimas geragoes. Este fato, interpretado em associagao as freqiiéncias genotipicas,
sugere que a analise detectou o ponto em que este gendtipo passaria a exercer a
maior influéncia numérica no sistema, determinando a diregdo das curvas de
frequéncia.

Com o intuito de descrever os dados experimentais, propds-se um

modelo baseado nas Cadeias de Markov. Foram simuladas varias geragoes para se

estabelecer o numero necessario para que as frequéncias de Est® apresentassem

variagoes inferiores a 1% entre duas geragdes. Assim, considerando-se intervalos de
20%, a frequéncia ponderada esperada para Est® foi de 76,30% na 87° geragao,
indicando que apds esta geragao, as alteragdes na frequéncia deste alelo seriam muito
pequenas e mostrariam uma leve ascendéncia em dire¢cao a 100%. Para o estudo com
intervalos de 10%, a frequéncia estavel foi de 81,25%, apés a 132° geracgao.

A Andlise de Tendéncia mostrou que as freqiéncias de Est® tiveram
dispersdes semelhantes ao longo das geragdes nas trés réplicas, indicando que a
selecao atuou segundo um mesmo padrao em todas, 0 que esta de acordo com a
proposicao de maior adaptabilidade deste alelo.

Com o objetivo de interpretar os resultados do estudo das populagdes,
foram estudados componentes do valor adaptativo relativos a longevidade, a
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produtividade, ao tempo de desenvolvimento e a viabilidade, de individuos dos quatro
genotipos.

O estudo da longevidade mostrou que os individuos Est®/Est® acasalados
foram significativamente mais longevos que os demais. Este resultado sugere que este
gendtipo seja favorecido, pois seus portadores poderiam permanecer mais tempo na
populagéo. Os valores da produtividade também sugerem uma razao adicional para as
freqiiéncias aumentadas de Est®, pois os cruzamentos com fémeas Est’/Est®
produziram cerca de duas vezes mais descendentes.

Foram observadas diferengas significativas na viabilidade dos gendtipos,
tendo o gendtipo Est’/Est® sempre as maiores médias, com excecao da viabilidade
pupa-imago (97,11%), para a qual, um dos heterozigotos (Est’/Est®) apresentou um
valor levemente superior (97,52%). E importante ressaltar que este genétipo mostrou-
se também muito eficiente nos demais componentes, destacando-se a importancia da
origem materna de Est®. A maior viabilidade observada para o homozigoto Est®/Est®
aumentaria também a frequéncia deste alelo nas populagoes.

Os tempos de desenvolvimento de individuos Est’/Est® e Est"/Est® foram
sempre 0os menores, sugerindo maior eficiéncia destes gendtipos. Considerando-se
que metabdlitos que se acumulam no meio de cultura e nas pupas relacionam-se
justamente a fisiologia da digestdo e que as esterases tém papel importante neste
aspecto, poder-se-ia propor duas hipéteses para explicar o fato dos individuos
portadores de Est® em homozigose apresentarem maior produtividade: maior
habilidade na metabolizagao destes agentes toxicos e/ou menor produgao de produtos
toxicos excretados no meio.

Os valores adaptativos totais (W’e) revelaram também maior
adaptabilidade do gendtipo Est’/Est® (1,000), seguido pelo heterozigoto Est’/Est®
(0,892), que possuia o alelo Est® de origem materna, pelo homozigoto Est/Est
(0,863) e, pelo heterozigoto Est®/Est" (0,842).

Comparando-se as frequéncias obtidas experimentalmente com as

simuladas a partir do W’, demonstrou-se a forte aderéncia para os valores das

populagdes A e E, justificando que o modelo que melhor explicaria a dispersao de Est®

ao longo das geragbes € o da selegao direcional. Em relagdo as simulagdes
computacionais utilizando-se os valores W’e, observou-se para as populagéo B e E a
nao-rejeicao da aderéncia entre os valores experimentais e os simulados.

As rejeicoes das aderéncias podem ter sido o reflexo de uma reducao da

velocidade de dispersdao de Est®, superior aquela esperada quando atingisse
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frequéncias altas, além de fatores casuais relacionados a amostragem dos genétipos a
cada geragao e aos calculos dos valores adaptativos a partir de médias, bem como, de
deriva genetica ocorrendo durante as geragdes. A inferioridade do heterozigoto
Est®/Est" poderia ter intervido na velocidade de dispersao de Est® devido & ocorréncia
de equilibrio instavel favorecendo Est’, em determinadas freqgiiéncias.

Em conclusao, os resultados das frequéncias genotipicas e génicas das
populagdes experimentais, as médias dos componentes do valor adaptativo e os dois

tipos de valores adaptativos calculados indicaram maior adaptabilidade do genétipo

Est’/Est®, justificando o aumento na freqiiéncia de Est® ao longo das geragoes,

segundo um modelo de selegao direcional.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS

An important question of population genetics is whether genetic variants
differ regarding Darwinian fitness, thus being significant for adaptation to new selective
pathway, or whether most of the genetic variability in populations is neutral and,
therefore, without importance for population capacity to respond to new selective
forces. Isosymes constitute a significant part of polymorphisms and esterases are
a heterogeneous group of isosymes that in insects are involved in several metabolic
processes, including digestion, degradation of insecticides, and of pheromones and
juvenile hormone.

In order to contribute for the understanding of questions about which
enzymatic variability fraction is adaptive, thus, being target to natural selection, and

which is neutral fraction, this study was designed with the following aims: a) to study the

dynamic of spreading of Est® and Est" esterase-8 alleles in experimental populations of

D. mulleri, along of 30 generations; b) to divide the Darwinian fitness into fitness
components and to evaluate their expression differences between esterase-8
homozygote and heterozygote strains; ¢) to identify the selective model that could
explain genic frequency variations and the evolutionary factors acting on polymorphism
of Est® and Est" alleles, as well on their expressions along generations.

Five experimental populations, three times replicated, were founded with
couples Est®/Est® and Est7/Est", according to different Est® allele starting frequencies:
A population (50%), B (25%), C (75%), D (12,5%) and E (87,5%), maintained through
serial transfer technique. Every three generations to the 30", males and females were
sampled for polyacrilamide gel electrophoretic analysis. From the genic and genotypic
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frequency results, Analysis of Dependence, Analysis of Linear Trend for Time Series
and Analysis of Markov Chains were made.

The Est® frequencies were always higher at the 30" generation, independent of
the starting frequency. Around the 15" generations, the Est® frequencies became

higher than Est” frequencies in populations B and C, which had started with lower Est®

frequencies. These results are incompatible with the neutral hypothesis since it showed

a strong selective pressure favoring to Est® allele. It was also composed index

representing the net Darwinian fitness (W’) for each genotype.
The Est’/Est® genotype showed the higher W’ values in 13 of 15 comparisons.

For B, D and E populations, the Est>/Est® genotype showed the higher value followed
by the heterozygote one, so that it describes partial dominance concerning fitness.
These relationships are expected for the results obtained in the 30th generation for the

Est® higher frequencies.

Analysis of Dependence (ANADEP) showed that Est®/Est® genotype was

strongly associated with the generations after the 15". This fact indicated that,
independent of starting frequencies, this genotype was directly related to the last
generations. Along with the genotype frequency results, the ANADEP detected the
point in which this genotype began to exert a major numerical influence, determining
the slope of frequency line graphs.

To describe the experimental data, we proposed a theoretical model

based in Markov Chains. Several generations were simulated in order to evaluate the

number of generations necessary to the frequencies of Est® allele and of three

genotypes to show changes lower than 1% between two generations. Thus, considering

20% intervals, the pooled expected frequency for Est® allele was 76.30% in the 87"
generation, which represented that, after this point, frequency changes will be very
small in direction to 100%. To 10% interval study, the stability frequency was 81.25%, in

the 132" generation.

The Analysis of Linear Trend for Time Series showed that Est®
frequencies of three replicates have similar spreading along 30 generations, suggesting
that selective forces have the same magnitude in all of them, according to the
proposition that this allele was related with higher adaptibility.

In order to explain the population results, fithness components concerning
longevity, productivity, time of development and viability, of flies from the four
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genotypes, were assessed. In order to get reciprocal-direction heterozygotes, mass
crosses were made with Est®/Est® and Est/ Est" flies.
The study of longevity showed that Est®/Est® mated flies are significantly

more longevous, suggesting that this genotype is favored, since these flies stayed in
the population until the next two generations. Moreover, productivity values indicate

another reason for increasing Est® allele frequencies in populations. The crosses

involving Est’/Est® females produced almost two times more offspring than crosses
with Est’/Est" females.

Significant differences on viability of genotypes were observed: Est’/Est®
had the higher means, except for pupa-imago viability (97.11%) to which Est/Est®
showed a lightly superior value (97.52%). It is important to emphasize that this
heterozygote genotype showed to be efficient to another fithess components, thus
distinguishing the importance of Est® allele maternal ascendance. The higher viability
value observed for Est®/Est® would also increase Est® frequencies in populations.

Times of development to Est®/Est® and Est"/Est® genotypes were always
smaller, suggesting high efficiency, which was mainly imposed by reduced egg-pupa
developmental times. Considering that the accumulation of metabolic products in
culture medium and puparium was associated with digestive physiology, and esterases
play an important role in this process, two explanations could tentatively be supposed
for the higher productivity of Est’/Est® flies: greater ability of toxic agents degradation
or small production of toxic excrements in culture medium.

The total Darwinian fitness (W’e) revealed higher adaptability of Est’/Est®
(1.000), followed by Est?/Est® (0.892), with Est® of maternal ascendance, followed by
Est’/Est" (0.863), and Est®/Est" (0.842), with Est" of maternal ascendance.

Comparing experimental genic and genotypic frequencies with the
computer simulated ones, calculated from W’, strong adherence to A and E populations
values was observed, indicating that the directional selection model is the best to
explain Est® dynamics along generations. Concerning the computer simulations with
W’e values, non-rejection of adherence with experimental data to B e E populations
was observed; however, the adherence for frequencies of A, C and D populations was
rejected

The rejection of adherences might reflect a reduction of the speed of

spreading of the Est® allele, higher than that one expected when this allele reached
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higher frequencies. Besides, factors due to chance acting on genotypes sampling every

generation, as well as in the calculation of fitness values from averages, and genetic

drift occurring along generations. The inferiority of Est’/Est heterozygotes might

interfered in the Est® speed of spreading due to the occurrence of unstable equilibrium

that could favor the Est® allele at particular frequencies.

In conclusion, the results of genic and genotypic frequencies of
experimental populations, the means of Darwinian fitness components and the two
types of calculated Darwinian fitness values indicated higher adaptability of Est’/Est®

genotype, which explained the frequency increase for Est® allele along the generations,

according to a directional selection model.
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VIIl. APENDICE - Solugdes utilizadas na analise eletroforética
A. Solucao de Acrilamida/Bisacrilamida 30,8%

Acrilamida

Bisacrilamida __

- Acrescentou-se agua destilada para 100mL
- filtrou-se em algodao ou papel de filtro
- reservou-se sob refrigeracao e em frasco escuro

- validade aproximada de 3 meses

B. Tampao do gel (4x) Tris-HCI 1,5M, pH 8,8

- Acrescentou-se agua destilada para 80mL
- acertou-se para pH 8,8 com HCI 6M
- Acrescentou-se agua destilada para 100mL
- reservou-se sob refrigeragéo e em frasco escuro

- validade aproximada de 3 meses

C. Tampao de amostra Tris-HCI 0,1M, pH 8,8

Tamp&ojlns:HCIE1:SM;ipHL8,8in S mtamns i

Glicerol concentrado (87%)

Solugao de Azul de bromofenol

- Acrescentou-se agua destilada para 20mL
- reservou-se sob congelamento em frasco escuro
- validade aproximada de 1 més
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D. Tampao de corrida Tris-Glicina 0,1M, pH 8,3

- Acrescentou-se agua destilada para 2000mL

- preparou-se no momento da eletroforese

E. Tampao fosfato 0,1M, pH 6,2
NaH2P04 0,2M
N&zHPOq 0,2M

- acertou-se para pH 6,2 acrescentando:

- NaHPOQO4 0,2M para aumentar o pH
- NaH,PQO4 0,2M para reduzir o pH
- Acrescentou-se agua destilada para 1000mL
- reservou-se sob refrigeragéo e em frasco escuro
- validade aproximada de 3 meses

F. Solucao descorante do gel
Etanol comercial 250mL

Acido acético glacial 100mL
Agua destilada 650mL

- reservou-se a temperatura ambiente e em frasco escuro

- validade aproximada de 3 meses

G. Solucao conservante do gel

Glicerina comercial

- reservou-se a temperatura ambiente e em frasco escuro

- validade aproximada de 3 meses
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