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het in stand houden van de relatieve oogvlekgrootte van B. anynana vlinders. Deze
resultaten maken duidelijk dat voor het beter begrijpen van de variatie in de
oogvlekgrootte rekening moet worden gehouden met de ecologische interacties van
natuurlijke populaties van deze soort. De oogvlekken van B. anynana vlinders bieden
een systeem waarmee morfologische variatie op een zeer geintegreerde manier kan
worden bestudeerd: van de ecologische relevantie ervan tot aan de moleculaire
grondslag. Om de mogelijkheden van dit systeem voor onderzoek naar evolutie en
ontwikkeling ten volle te benutten, moeten de verschillende niveau’s waarop de
vorming van oogvlekken is beschreven (zowel moleculair, cellulair, biochemisch als
tysiologisch) nog wel bijeen worden gebracht in ‘één compleet verhaal’, tevens moet
de ecologische relevantie ervan worden geanalyseerd. Welke van de ontwikkelings-
mechanismen die in het laboratorium ontcijferd zijn, zijn daadwerkelijk relevant voor
natuurlijke populaties? Welke fenotypische en genetische varianten vormen de basis
voor de waargenomen verschillen in morfologie tussen soorten? Deze en dergelijke
vragen zijn fundamenteel voor het kunnen begrijpen van evolutionaire processen die
hebben geleid tot de verscheidenheid aan de kleur- en vormpatronen op vlinder-
vleugels, die zowel biologen als niet-biologen al zo lang tot de verbeelding spreken.

SUMARIO

A diversidade de formas que encontramos nos organismos vivos resulta de um
balango entre os processos do desenvolvimento que, em cada geracdo, produzem
diferentes formas e os processos evolutivos que, ao longo das geragoes, fazem a
triagem dessas variantes. Os padrdes das asas das borboletas sio um sistema ideal
para um estudo integrado das interacgoes entre evolucdo e desenvolvimento. Existe
uma grande (e bastante espectacular!) diversidade nos padroes de cores e formas que
decoram as asas das borboletas. Estes sao muitas vezes importantes na comunicag¢ao
visual com predadores ou parceiros sexuais e estdo sob forte pressio da seleccao
natural. Por outro lado, a formacao desses padroes durante o desenvolvimento das
borboletas pode ser caracterizada a niveis diferentes, incluindo molecular, celular e
tisiologico.

Bastantes estudos da evolu¢ido dos padroes das asas das borboletas e das
interac¢oes entre variacio genética e mecanismos do desenvolvimento centraram-se
nos ocelos (aneis concéntricos de diferentes cores) de Biyclus anynana. Esta
borboleta tropical tem uma série de ocelos ao longo da margem das suas asas e
bastante potencial para produzir variagao nestes padroes (por exemplo, no numero,
forma e tamanho dos ocelos). No entanto, apesar de todas estas possibilidades, a
variagdo genética para a morfologia dos ocelos geralmente afecta todos os ocelos na
mesma borboleta duma forma concertada, sugerindo que a evolucio dos padrées
das asas possa estar limitada ou constrangida. Todos os ocelos partilham o mesmo
mecanismo de desenvolvimento, e este acoplamento pode impedir ou dificultar as
alteragoes evolutivas que afectam elementos individuais em direc¢des diferentes. Ou
seja, ¢ de esperar que seja mais facil produzir alteragdes concertadas em todos os
ocelos (por exemplo, té-los todos maiores ou todos mais pequenos) e mais dificil
alterar grupos de ocelos em direcgdes opostas (por exemplo, aumentar o tamanho
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duns e diminuir o doutros). Nos CAPITULOS 2 e 3, usamos selec¢ao artificial para
testar o potencial para alteracSes independentes de dois ocelos na mesma asa, ¢
descobrimos bastante flexibilidade na evolugido deste padrao. Concluimos que as
propriedades dos mecanismos de desenvolvimento que levam a formagao dos
ocelos provavelmente nao limitam as alteragdes evolutivas do seu tamanho relativo.
Com base na variagdo genética presente numa unica populacio laboratorial de
borboletas B. anynana, pudémos produzir todos os fendtipos que se encontram no
género Bicyelus, e mesmo um que nao ¢ explorado em nenhuma das espécies de
Bieyclus descritas (CAPITULO 2). No CAPITULO 3 verificAmos que a resposta a
seleccao para alterar o tamanho de um ocelo particular depende pouco do regime
selectivo imposto ao outro ocelo. Esta flexibilidade podera ter resultado de uma
histéria evolutiva que tenha favorecido a independéncia do desenvolvimento dos
elementos individuais que compoem os padroes das asas das borboletas.

As linhas de borboletas com ocelos de tamanhos distintos (derivadas no
CAPITULO 2) foram usadas para explorar diferentes aspectos dos processos que
influenciam a variacdo nos padroes das asas de B. amynana. No CAPITULO 4
estudamos as correlaccdes genéticas dentro do padrio composto por todos os
ocelos, ja que estudos prévios tinham sugerido que este padrio, em vez dos ocelos
individuais, deveria ser considerado uma unidade de desenvolvimento (e evolugio)
unica. Descrevemos correlacgdes genéticas para o tamanho de ocelos em asas e
superficies alares diferentes e também algumas correlacgbes (mais fracas) entre o
tamanho dos ocelos e outras caracteristicas da morfologia dos ocelos. No entanto,
os tesultados descritos nos CAPITULOS 2 e 3 sugerem que estas correlacOes
provavelmente nao limitam as “opg¢des evolutivas” dos padrdes das asas das
borboletas B. anynana. No CAPITULO 5 exploramos a possibilidade de que diferencas
no tamanho dos ocelos pudessem ser importantes nos processos de corte e seleccao
sexual, e que estes processos pudessem estar envolvidos na manuten¢iao do padrio
de tamanho relativo dos ocelos da borboleta B. anynana. Testamos a preferéncia de
témeas da populagiao-base (ze. sem seleccao artificial para o tamanho dos ocelos)
para acasalar com machos com diferentes fenotipos e nao encontramos evidéncia de
quaisquer diferencas entre machos com ocelos de diferentes tamanhos. No entanto,
a situa¢do na natureza pode ser bastante diferente.

Nos CAPITULOS 6 e 7 usamos os conhecimentos sobre as componentes
molecular e celular da formacao dos ocelos, e as nossas linhas seleccionadas com
ocelos de tamanhos diferentes para caracterizar a base mecanistica da variacdo
nestes elementos. O CAPITULO 6 relata o estudo da contribuicio do gene candidato
Distal-less para variagao no tamanho dos ocelos de B. anynana. Era sabido que este
gene era expresso em associagdo com os centros celulares que induzem a formagao
dos ocelos nos primoérdios das asas das borboletas. N6s descobrimos que havia
diferencas quantitativas nesta expressio em borboletas de linhas fenotipicamente
diferentes (isto ¢, borboletas com ocelos grandes tinham maiores areas de expressao
de Distal-less do que borboletas com ocelos pequenos). Para além do mais,
encontramos também evidéncia para a associagao entre polimorfismos na sequéncia
nucleotidica de Distal-less e o tamanho dos ocelos, em borboletas produzidas por
cruzamentos envolvendo aquelas linhas. Estes resultados sugerem que variantes
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moleculares do gene Distal-less contribuiram para a resposta a seleccao artificial no
tamanho dos ocelos de B. anynana e poderio também contribuir para a evolugao dos
padroes das asas entre espécies diferentes. Outros genes candidatos que poderao ter
estado envolvidos na resposta a seleccido artificial sio discutidos no CAPITULO 7.
Em particular, mostramos que ha diferengas quantitativas na expressao do gene
engrailed associadas a diferencas no tamanho dos ocelos e clonimos um homologo
do gene hedgehog em B. anynana, um potencial regulador da expressao de engrailed
durante a formacao dos ocelos. Neste capitulo também discutimos resultados
(muitol) preliminares de experiéncias feitas para examinar a forma como as
propriedades das interac¢oes celulares subjacentes a formagao dos ocelos podem ser
alteradas para produzir altera¢des independentes em diferentes ocelos na mesma asa.
Os nossos resultados mostram que diferentes componentes destas interac¢oes
parecem ter contribuido de forma distinta para as alteracdes do tamanho dos ocelos
em diferentes linhas de seleccao. Finalmente, fizémos ainda a caracterizacio do
efeito de trés “alelos mutantes” que afectam o tamanho dos ocelos, e discutimos que
genes deste tipo poderdo ter sido importantes para promover a independéncia no
desenvolvimento e evolucao de ocelos individuais.

Na globalidade, nao encontramos provas para a ac¢ado de constrangimentos a
producao de variagio no tamanho dos ocelos das borboletas B. anynana, mas
também nao encontramos provas de diferencas de fitness entre linhas de borboletas
com fenétipos diferentes. No entanto, na natureza, outros tipos de interacgoes intra-
ou inter-especificas ou limitagdes impostas pela estrutura populacional podem estar
envolvidos em manter o tamanho relativo dos ocelos destas borboletas. Para
compreendermos os padroes de variacio no tamanho dos ocelos nas borboletas B.
anynana teremos de ter em consideracao as interacgoes ecologicas que ocorrem em
populacGes naturais desta espécie. Os ocelos das borboletas B. anynana
proporcionam um sistema onde a variagio morfolégica pode ser estudada duma
forma altamente integrada, indo desde estudos da sua relevancia ecologica até a
identificacao das moléculas envolvidas na produ¢ao desta variagdo. Para aproveitar
em pleno o potencial deste sistema para estudos de evolugao e desenvolvimento, os
diferentes niveis aos quais a formag¢ao dos ocelos tem sido caracterizada (incluindo
molecular, celular, bioquimico e fisiolégico) terdo de ser integrados numa “histéria
completa” e o seu valor ecolégico analizado. Que aspectos da variagdo nos
mecanismos de desenvolvimento estudados no laboratério siao relevantes na
natureza? Que variantes fenotipicas e genéticas sao a base de diferencas entre
espécies? Estas e outras questoes relacionadas serdao de fundamental importancia
para compreender a diversificagdo evolutiva que produziu a enorme variedade nos
padrdes de cores das asas das borboletas, que desde ha tanto impressiona bidlogos e
nao bidlogos.
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