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RESUMO 

 

O reconhecimento de parentesco foi documentado em várias espécies de animais, plantas e 

bactérias. Ele é fundamental nas interações altruísticas, nas quais o agente altruísta sacrifica 

algo de sua aptidão individual para beneficiar o receptor e indiretamente aumentar a sua 

aptidão inclusiva, desde que o receptor seja um parente biológico. Reconhecimento de 

parentesco foi observado em Heliconius erato phyllis (Lepidoptera; Nymphalidae), cujas 

lagartas recém-eclodidas podem canibalizar ovos, sendo a frequência de canibalismo de ovos 

irmãos significativamente inferior a de ovos não-relacionados. Os objetivos desse trabalho 

foram: elucidar a herança do reconhecimento de parentesco (não-canibalismo), e estimar sua 

herdabilidade; avaliar a natureza molecular da informação coriônica, ou o perfil químico do 

córion, bem como o perfil de lagartas recém-eclodidas; associar marcadores moleculares com 

fenótipos comportamentais relacionados ao reconhecimento de parentesco e, finalmente,  

avaliar efeitos do endocruzamento, buscando compreender possíveis efeitos que o 

reconhecimento de parentesco pode ter nas populações. Observou-se que o reconhecimento de 

parentesco, avaliado pelo não-canibalismo de ovos irmãos, parece ter um componente 

herdável. Sugere-se que a herança do reconhecimento de parentesco seja quantitativa, com 

limiar de manifestação, dependendo assim de muitos genes, além de fatores ambientais. O 

perfil químico de lagartas recém-eclodidas e de ovos difere quantitativamente para vários 

compostos, embora qualitativamente seja bastante semelhante. Além disso, observaram-se 

diferenças estatisticamente significativas entre famílias para vários compostos, tanto em 

córions como em lagartas recém-eclodidas. Alguns compostos diferiram entre famílias apenas 

nas amostras de córion, outros apenas nas amostras de lagartas, e outros compostos diferiram 

para ambos os materiais. Foram encontradas algumas associações entre marcadores 

moleculares AFLP e SSR e os fenótipos comportamentais relacionados ao reconhecimento de 

parentesco, nos dois delineamentos experimentais adotados. Além disso, observou-se 

depressão endogâmica apenas para algumas características relacionadas à história de vida. Os 

resultados obtidos ajudam a compreender o processo de reconhecimento de parentesco e 

altruísmo em uma espécie que não é social, e que também é um modelo para vários estudos 

evolutivos. 
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ABSTRACT 

Kin recognition has been documented in various species of animals, plants, and bacteria.  It is 

essential in altruistic interactions, in which an altruistic agent sacrifices some of its individual 

fitness to benefit the receiver, and indirectly increases its inclusive fitness, given that the 

receiver be a biological relative.  Kin recognition is observed in Heliconius erato phyllis 

(Lepidoptera, Nymphalidae), whose newly hatched larvae can cannibalize eggs, and the 

cannibalism frequency of sibling eggs is significantly lower than that of non-related eggs. The 

objectives of this study were to elucidate the inheritance of kin recognition (non-cannibalism), 

and estimate its heritability; to evaluate the molecular nature of chorionic information, or 

chemical profile of the chorion, and of the newly hatched larvae profile; to associate 

molecular markers with behavioral phenotypes related to kin recognition; and, finally, to 

evaluate the effects of inbreeding, seeking to understand the possible effects of kin 

recognition on populations. It was observed that the recognition of relatedness, as revealed by 

non-cannibalism of sibling eggs, seems to have a heritable component. It is suggested that the 

inheritance of kin recognition is quantitative, with threshold manifestation, depending on 

many genes, as well as environmental factors. The chemical profile of newly hatched larvae 

and eggs differs quantitatively for various compounds, although qualitatively it is quite 

similar. In addition, there were statistically significant differences between families for 

various compounds, including both chorions and newly hatched larvae. Some compounds 

differ among families only with respect to the chorion samples, others only to larval samples, 

and other compounds differ for both materials. We have found some associations between the 

molecular markers AFLP and SSR and behavioral phenotypes related to kin recognition, in 

both experimental designs adopted. Moreover, inbreeding depression was observed only for 

some features related to life history. These results help to understand the kin recognition 

process and altruism in a species that is not social, and which also serve as a model for many 

evolutionary studies. 
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CAPÍTULO 1 

 

Introdução Geral 

 

1.1.Altruísmo, seleção de parentesco e reconhecimento de parentesco 

 

Compreender as origens evolutivas e mecanismos envolvidos na manutenção da 

cooperação é um problema central na biologia. Especificamente, não é claro porque um 

indivíduo (doador) ajuda um outro (beneficiário), se isto é custoso (Darwin, 1859; Smith, 

2014). Insetos sociais, e suas castas não-reprodutivas, têm fascinado historiadores naturais por 

milênios. Para Darwin, eles apresentavam uma dificuldade para sua teoria da evolução por 

seleção natural. Como poderiam castas estéreis evoluírem, se o sucesso reprodutivo dirige a 

evolução? (Wang, 2014). Na verdade, Darwin lutou com o enigma do altruísmo não só em 

insetos sociais, mas também em humanos (Costa, 2013). Atos sociais, desde a menor ajuda ao 

auto-sacrifício, são vistos em todas as formas de vida, de humanos a microrganismos (Leggett 

et al., 2014). 

Uma explicação para esse enigma evolutivo surgiu com a teoria da aptidão inclusiva 

(Hamilton, 1964a, 1964b). Embora Charles Darwin (1859), Ronald A. Fisher (1930) e John 

B. S. Haldane (1932) independentemente criaram a noção de que parentesco pode explicar a 

evolução social, foi William D. Hamilton (1964) que revolucionou a teoria evolutiva com a 

desigualdade: b x r > c. Essa desigualdade prevê que a propagação de comportamentos de 

ajuda ocorrerá quando os benefícios na aptidão (b) para o beneficiário, multiplicados pelo 

coeficiente de parentesco entre o doador e o beneficiário (r), são maiores que os custos (c) 

para o doador. Assim, Hamilton propôs que genes codificando para fenótipos cooperativos 

podem ser passados diretamente (através da reprodução pessoal de um indivíduo) e/ou 

indiretamente (através da reprodução de um parente com o qual o indivíduo compartilha 

genes) (Smith, 2014). Ou seja, o conceito de aptidão inclusiva (inclusive fitness) destaca que a 

aptidão de um indivíduo pode ser dividida em dois componentes: a aptidão direta, que resulta 

da reprodução pessoal do indivíduo, e a aptidão indireta, que resulta da reprodução adicional 

dos parentes do indivíduo altruísta, possibilitada por suas ações. A aptidão inclusiva aumenta 

quando os parentes alcançam um sucesso além do que teriam alcançado se não tivessem 

ajuda. A seleção natural que favorece a disseminação de alelos que aumentam o componente 
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indireto da aptidão é chamada seleção de parentesco (kin selection) (Freeman e Herron, 2009).  

O termo “seleção de parentesco” foi cunhado por John Maynard Smith (1964) e Eric Charnov 

(1977) imortalizou a contribuição de Hamilton ao nomear o resultado do cerne matemático da 

teoria da seleção de parentesco como “regra de Hamilton”. A teoria da seleção de parentesco 

agora fornece as bases para o estudo da evolução social (Frank, 1998) (Gardner, 2015). 

A seleção de parentesco, portanto, ocorre se há associação genética entre o doador e o 

beneficiário de seu comportamento altruísta. Os mecanismos asseguram essa associação 

genética são: viscosidade da população, reconhecimento de parentesco e efeito “barba verde” 

(Gardner, 2015).  

A viscosidade da população ocorre quando indivíduos não dispersam longe do seu 

local de origem, de modo que indivíduos vizinhos tendem a ser proximamente relacionados. 

Assim, mesmo um comportamento social indiscriminado pode levar à seleção de parentesco 

(Gardner, 2015).  

A seleção de parentesco também pode ocorrer quando indivíduos usam marcas 

ambientais ou genéticas para reconhecer quais dos seus parceiros sociais são seus parentes 

genealógicos, e ajustam seu comportamento de acordo com essa informação (Gardner, 2015). 

O reconhecimento de parentesco pode ser definido como a capacidade de verificar parentesco 

devido à identidade por descendência (Hamilton, 1964a, 1964b; Breed, 2014), sendo um 

processo interno não observável de acessar o parentesco genético, que é inferido pela 

discriminação de parentesco, que consiste no tratamento diferencial observado de 

coespecíficos baseado em marcas que variam com o parentesco (Mateo, 2015). Muitas 

espécies de vertebrados e invertebrados desenvolveram capacidades complexas de 

reconhecimento de parentesco, baseadas em marcas correlacionadas com o parentesco 

genético (Fletcher, 1987; Blaustein et al., 1988; Sherman et al., 1997; Holmes, 2004). Como 

outros sistemas de reconhecimento, o reconhecimento de parentesco ocorre durante um 

encontro entre um indivíduo que carrega a marca e um avaliador, e pode ser descrito em 

termos de componentes de expressão, percepção e ação (Starks, 2004). A expressão dos 

componentes inclui emissão ou aquisição de marcas de reconhecimento pelo portador da 

marca (por exemplo, marcas olfativas, sonoras e/ou visuais). A percepção dos componentes 

diz respeito aos mecanismos de processamento das marcas sentidas pelo avaliador 

(comparando as marcas com um modelo). O componente de ação foca na resposta fisiológica, 

de desenvolvimento e comportamental pelo avaliador (aceite/rejeição). Respostas apropriadas 
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dependem tanto do contexto do encontro e do nível de compatibilidade (match) entre marcas e 

moldes (Lihoreau e Rivalt, 2009). O reconhecimento pode ser baseado em associação 

anterior, como ocorre em organismos que aprendem as marcas de indivíduos não 

necessariamente relacionados durante o desenvolvimento inicial e depois discriminam esses 

indivíduos familiares dos não familiares, ou os organismos podem aprender seus próprios 

fenótipos e/ou aqueles de seus familiares, e depois comparar os fenótipos de indivíduos 

desconhecidos com o molde aprendido (phenotype matching) (Mateo, 2015). 

O reconhecimento de parentesco pode ocorrer por meio de: (i) reconhecimento direto, 

(ii) marcas indiretas que transmitem se um receptor é um provável parente, ou (iii) uma 

mistura de informação direta e indireta (Leggett et al., 2014). Sistemas de discriminação de 

parentes podem requerer forças seletivas extrínsecas para manter polimorfismos que podem 

ser usados como identificadores apurados no processo de reconhecimento de parentesco 

(Rousset e Roze, 2007; Leggett et al., 2014). Sistemas parasita-hospedeiro, nos quais 

interações genótipo-genótipo e seleção dependente de frequência mantém variação genética, 

são candidatos a manterem a diversidade genética e os polimorfismos necessários para a 

discriminação de parentes (Leggett et al., 2014). 

Já o efeito barba verde é similar ao reconhecimento de parentesco, mas ocorre quando 

um mesmo gene (ou dois genes proximamente ligados) codificam a marca e o comportamento 

social. Dois indivíduos que compartilham uma marca genética em comum podem também 

compartilhar genes para o comportamento social que estão ligados ao marcador, 

independentemente de se eles serem genealogicamente parentes próximos. O nome foi dado 

por Richard Dawkins (1976), que deu o exemplo hipotético de um gene que causa ao portador 

o crescimento de uma barba verde e a atuar altruisticamente com outros indivíduos que 

também tenham barba verde (Gardner, 2015). 

A regra de Hamilton faz a predição geral de que, sendo outras coisas iguais, o 

parentesco alto é mais conducente para levar à eussocialidade, envolvendo altruísmo, do que 

baixo parentesco (Bourke, 2014). A eussocialidade é caracterizada por uma divisão 

permanente de tarefas reprodutivas, com cuidados cooperativos com a prole, castas 

reprodutivas e estéreis, e sobreposição de gerações entre genitores e prole (Wilson, 1971). 

Esse sistema de organização biológica é encontrado em Hymenoptera sociais (formigas, 

vespas, abelhas), em cupins (Isoptera), e no mamífero rato-toupeira-pelado (Heterocephalus 

glaber) (Bourke, 2014). 
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Acredita-se que algumas condições devam ser satisfeitas para que exista a 

possibilidade do surgimento da eussocialidade (Ribeiro, 2009). Deve haver uma situação 

ecológica tal que grupos de indivíduos da mesma espécie precisem viver juntos (como 

defender o território) e também necessidades alimentares restritas (a busca por alimento se 

tornar muito intensa, afetando a execução de outras tarefas) (Wilson, 2008; Ribeiro, 2009).  

Historicamente, muita atenção tem sido dada a hipótese da haplodiploidia para explicar a 

eussocialidade (Gardner, 2015). Essa hipótese prediz que operários em colônias eussociais 

haplodiplóides deveriam favorecer a produção de irmãs completas (com as quais elas se 

relacionam em 0,75, em média), do que suas próprias filhas, com as quais o parentesco é 0,50 

(Breed, 2014). Porém, esse argumento não é mais usado, até mesmo porque os cupins e os 

ratos-toupeiras-pelados não se ajustam ao modelo da haplodiploidia, e são eussociais, e 

também porque existem famílias de Hymenoptera que são haplodiplóides, mas não eussociais 

(Nowak et al., 2010). Além disso, existe também o caso de fêmeas de insetos eussociais que 

são fecundadas por vários machos, e nesse caso as relações de parentesco deixam de ser de 

75% e passam a até menos de 30% (Ribeiro, 2009).  A chave para a eussocialidade parece 

estar estrita a vida monogâmica, que assegura que irmãos maternos são irmãos completos, e 

então – em média – tão relacionados ao agente como sua própria prole (Boomsma, 2009; 

Gardner, 2015). Ou seja, não é necessário que o parentesco com as irmãs exceda o da prole, 

mas somente que equivalha ao da prole, tal que qualquer pequeno benefício de criar irmãos é 

suficiente para fornecer uma vantagem seletiva para a eussocialidade. Embora nem todos os 

organismos sociais sejam estritamente monogâmicos, exemplificado por abelhas melíferas 

altamente poliândricas, análises filogenéticas revelam que a monogamia é o estado ancestral 

de todos himenópteros eussociais e foi o sistema de acasalamento no qual a eussocialidade 

surgiu inicialmente (Hughes et al., 2008; Gardner, 2015).  

Estudos parametrizando a regra de Hamilton com dados a partir de populações 

naturais não são raros (como Stark, 1992; Nonacs e Reeve, 1995; Pfennig et al. 1999; 

Krakauer, 2005; Richards et al., 2005) e demonstram quantitativamente que (i) o altruísmo 

ocorre mesmo quando a socialidade é facultativa, (ii) em muitos casos, o altruísmo está sob 

seleção positiva via os benefícios  da aptidão indireta que excedem os custos da aptidão direta 

e (iii) comportamento social comumente gera benefícios indiretos por aumentar a 

produtividade ou sobrevivência de parentes (Bourke, 2014). Os estudos também fornecem 

evidências para o efeito da variabilidade ambiental, que pode alterar a direção da seleção no 

comportamento social, mudando os valores relativos dos custos e dos benefícios. Análises 
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filogenéticas comparativas dos correlatos da socialidade mostram que criação cooperativa e 

eussocialidade são promovidas por, além do alto parentesco e monogamia, por fatores de 

história de vida facilitando a estrutura familiar e altos benefícios na ajuda, além de fatores 

ecológicos que geram baixos custos do comportamento social (Bourke, 2014). 

Entre as áreas onde a teoria da aptidão inclusiva facilita a compreensão, estão: adoção, 

chamados de alarme, altruísmo, canibalismo, resolução de conflito, cooperação, dispersão, 

divisão de trabalho, eussocialidade, discriminação de parentesco, imprinting genômico, 

multicelularidade, mutualismo, virulência de parasita, conflito pais-prole, policiamento, 

elementos genéticos egoístas, alocação sexual, conflito de irmãos, despeito, suicídio e 

simbiose.   A teoria da aptidão inclusiva tem provado ser uma abordagem imensamente 

produtiva e útil para estudar comportamentos sociais (Gardner e West, 2014). 

Entretanto, outras explicações surgiram, além da seleção de parentesco (Hamilton, 

1964), para explicar o enigma da manutenção da cooperação, como as teorias do altruísmo 

recíproco (Trivers, 1971), dos benefícios diretos (também chamado mutualismo co-produto; 

Connor, 1995; West-Eberhard, 1975) e da seleção de grupo (Wynne-Edwards, 1962; Wilson, 

1975; Wilson e Wilson, 2007) (Nowak, 2006; Costa, 2013; Smith, 2014). O altruísmo 

recíproco, introduzido por Trivers, complementa a teoria da aptidão inclusiva de Hamilton; 

como Dawkins coloca, a aptidão inclusiva ‘é a chave para compreender metade da cooperação 

altruística na natureza’, enquanto a outra metade ‘é a reciprocidade entre indivíduos não 

relacionados’ (Costa, 2013). Outras explicações seriam baseadas no chamado altruísmo 

forçado (Ribeiro, 2009): a manipulação parental (Alexander, 1974; Michener e Brothers, 

1974; Alonso, 1998), por meio da qual os pais persuadem os filhos a cuidarem dos irmãos, o 

policiamento, que é um comportamento de inibição da atividade de reprodução de 

determinados operários, e a coerção, que consiste na punição do comportamento individual 

egoísta. 

Porém, a teoria da aptidão inclusiva já sofreu críticas, especialmente com relação à 

eussocialidade. Alonso (1998), por exemplo, escreve que muitos comportamentos tidos como 

altruístas, na verdade não o são, uma vez que beneficiam o executante maximizando sua 

progênie; que esses comportamentos podem ser resultantes do benefício para o grupo; e que 

eles podem ser considerados como parte de um sistema de desenvolvimento composto de 

muitos indivíduos executando tarefas. Martin A. Nowak, Corina E. Tarnita, e Edward O. 

Wilson (2010) publicaram um artigo onde argumentaram que a teoria da aptidão inclusiva não 
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tem uma base sólida, sendo uma abordagem matemática particular com muitas limitações. 

Esses autores propõem uma teoria alternativa para explicar a evolução da eussocialidade, que 

consistiria nas seguintes etapas: (1) a formação de grupos; (2) a ocorrência de uma 

combinação mínima e necessária de características pré-adaptativas, fazendo os grupos serem 

bem formados. Em animais, pelo menos, a combinação inclui um ninho valioso e defensável; 

(3) o aparecimento de mutações que prescrevem a persistência do grupo, provavelmente pelo 

silenciamento do comportamento de dispersão. Um ninho durável continua a ser um 

elemento-chave. Eussocialidade primitiva pode emergir imediatamente devido ao gatilho das 

pré-adaptações; (4) traços emergentes causados pela interação dos membros do grupo são 

moldados pela seleção natural por forças ambientais; (5) a seleção multinível dirige mudanças 

no ciclo de vida da colônia e estruturas sociais. Porém, as críticas à teoria da seleção de 

parentesco utilizadas no artigo de Nowak et al. (2010), que sustentam que não há evidências 

empíricas da teoria da aptidão inclusiva, a necessidade de pressupostos estringentes, e o 

questionamento de sua base matemática, tiveram várias respostas em desacordo (Abbot et al., 

2011; Boomsma et al., 2011; Bourke, 2011; Ferriere e Michod, 2011; Herre e Wcislo, 2011; 

Strassmann et al., 2011). As respostas discutem, entre outros aspectos, que há sim várias 

evidências da atuação da seleção de parentesco, a importância do parentesco na evolução da 

eussocialidade e a validade da Regra de Hamilton. Quanto à importância da haplodiploidia na 

evolução da eussocialidade, já era sabido que esta pode ter tido uma importância 

relativamente menor. Hughes et al. (2008) mostraram que os clados himenópteros que se 

ajustam à definição padrão de eussocialidade evoluíram há muito tempo a partir de ancestrais 

monogâmicos. Isso implica que o alto parentesco precedeu ou coincidiu com a eussocialidade, 

e não que o alto parentesco surgiu depois da eussocialidade. Assim, apesar de a seleção 

multinível poder ocorrer, a seleção de parentesco permanece verdadeira. 

O altruísmo é uma estratégia onipresente entre os organismos, de microrganismos a 

mamíferos (Johnson et al., 2014). Há evidências empíricas de que seriam muitos os 

genes/alelos envolvidos no processo de reconhecer parentes, o que também é sugerido em 

outros trabalhos da literatura (Uyenoyama, 1981; Grosberg e Quinn, 1986; Grafen, 1990; 

Rousset e Roze, 2007). Thompson et al. (2013), em artigo intitulado “Genes underlying 

altruism”, descrevem um grupo de hipóteses testáveis que, total ou parcialmente, descrevem a 

evolução, expressão e características esperadas para genes subjacentes ao altruísmo: (i) Genes 

subjacentes ao altruísmo devem satisfazer a Regra de Hamilton. Altruísmo existe, e para esse 

tipo de comportamento evoluir, espera-se variação genética em sua base. Assim, deve haver 
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genes para o altruísmo (genes mostrando variação alélica que é estatisticamente associada 

com variação no comportamento altruísta), que são potencialmente detectáveis. (ii) Genes 

subjacentes ao altruísmo devem ser ambientalmente sensíveis. Se genes para o altruísmo estão 

evoluindo, então pelo menos alguns portadores devem se reproduzir.  Essa inferência implica 

que genes subjacentes ao altruísmo devem ser condicionalmente expressos como uma função 

do seu ambiente social. (iii) Genes subjacentes ao altruísmo devem aumentar em número e 

complexidade com a sofisticação social-comportamental. (iv) Genes subjacentes ao altruísmo 

devem coevoluir com, ou depender, da evolução prévia de genes para o reconhecimento de 

parentesco. Os artigos de 1964 de Hamilton ressaltam a importância do parentesco e 

reconhecem que a evolução do altruísmo entre parentes requer mecanismos para indivíduos 

direcionarem a ajuda em direção aos outros portadores. Em humanos, além do aprendizado 

social, há trabalhos mostrando que o altruísmo promovido pelo neuropeptídeo ocitocina 

aumenta a percepção de relações de parentesco, pelo menos para fêmeas. (v) Genes para o 

altruísmo residem em regiões com baixa recombinação, exibem co-expressão e mostram 

arquitetura genética modular. (vi) Genes subjacentes ao altruísmo devem ser ao menos 

parcialmente aditivos. A evolução do altruísmo requer variação herdável, e espera-se que 

genes para esta e outras características sociais tenham efeitos aditivos significativos que são 

responsáveis pela seleção mediada por parentesco. (vii) Genes subjacentes ao altruísmo 

devem exibir forte pleiotropia. Pleiotropia (efeitos fenotípicos múltiplos dos alelos) devem ser 

fundamentais para a evolução do altruísmo, dado que eles envolvem combinações de custos e 

benefícios que podem ser simultaneamente fisiológicos, morfológicos, comportamentais e 

reprodutivos. 

O reconhecimento de parentesco foi documentado em várias espécies de animais (as 

referências mais recentes incluem: Lizé et al., 2006; Whitehorn et al., 2009; Dobler e 

Kölliker, 2010; Mehlis et al., 2010; Jongepier e Foitzik, 2016), em plantas (Dudley e File, 

2007; Crepy e Casal, 2015) e também em bactérias (Stefanic et al., 2015). Espécies canibais 

são ideais para testar hipóteses para o reconhecimento de parentesco, porque a discriminação 

de parentes pode ser particularmente bem desenvolvida nessas espécies (Pfennig et al., 1999). 

Há muitos trabalhos relatando sobre espécies canibais que identificam e evitam comer 

parentes (por exemplo, Loekle et al., 1982; Pfennig et al., 1993; Pfennig et al., 1994; Green et 

al., 2008; Schausberger e Croft, 2001; Schultner et al. 2013), incluindo insetos (por exemplo, 

Joseph et al., 1999; Pervez et al., 2005; De Nardin e Araújo, 2011; Parsons et al., 2013 – 

neste último trabalho, verificou-se que fêmeas reprodutivas de Tribolium confusum 
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(Coleoptera) canibalizam preferencialmente ovos não aparentados, e que também diminuem a 

propensão ao canibalismo depois de atingirem a idade reprodutiva). Outros estudos, todavia, 

não encontraram evidências para discriminação baseada no parentesco (como Osawa, 1989; 

Hare e Eisner, 1995 e Fea et al., 2014). 

 
 

1.2.Do fenótipo ao genótipo: QTL, genética quantitativa e herdabilidade 

 

A evolução de caracteres morfológicos, comportamentais e da história de vida reflete a 

evolução de muitos locos (Lynch e Walsh, 1998). Biólogos evolutivos buscam examinar a 

base genética subjacente para tais características, incluindo o número de genes afetando a 

característica, os efeitos relativos desses genes, e o modo de expressão que, in toto, 

constituem a arquitetura genética. O uso de marcadores genéticos para inferir a arquitetura 

genética é chamado análise de locos de traços quantitativos (QTL – Quantitative Trait Loci) 

(Erickson et al., 2004). 

 Embora o uso de marcadores moleculares seja comum atualmente, é importante 

lembrar que muitas ideias importantes sobre genética foram descobertas antes de qualquer 

conhecimento bioquímico do modo pelo qual as características são transmitidas de pais para 

prole (Stram, 2014), e que a detecção de locos de caracteres quantitativos e a estimativa de 

parâmetros foram possíveis devido a avanços na estatística, ‘genética clássica’ ou 

cruzamentos complexos, e bioquímica (Weller, 2009). As visões dos primeiros geneticistas de 

populações, como Sax (1923) e Fisher (1935), combinadas com os avanços na genética 

molecular de Watson e Crick (1953), Southern (1975), Sanger et al. (1980) e Saiki et al. 

(1985), entre outros, trouxeram-nos para um tempo revolucionário na ciência. Esses avanços e 

ideias vêm permitindo transformar a biologia de uma perspectiva uma vez observacional para 

uma perspectiva preditiva, fazendo com que a conexão entre genótipo e fenótipo seja mais 

bem compreendida (Doerge, 2002). 

Durante os anos 1980, a genética quantitativa foi crescentemente aplicada à evolução 

em populações naturais e, ao mesmo tempo, a teoria da genética quantitativa começou a ser 

relacionada mais diretamente a variação subjacente nos genes (Barton e Keightley, 2002). Na 

genética quantitativa, o valor de uma característica em um indivíduo é expresso como um 

desvio na média da população, e o valor de uma característica real será, normalmente, 

influenciado pelo ambiente do indivíduo, bem como por seu fenótipo. O fenótipo (P, do inglês 
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phenotype) de um indivíduo pode ser expresso como o somatório das influências ambientais 

(E, do inglês environmental) e genotípicas (G): P = G + E.  O efeito genotípico é dividido 

entre efeito aditivo (A), que é o componente transmitido, e o efeito de dominância (D). Uma 

vez que o efeito aditivo para uma característica tenha sido estimado, essa estimativa tem, na 

genética quantitativa, um papel muito parecido com o do conhecimento da genética 

mendeliana, no caso de um ou dois locos (Ridley, 2006).  Interações epistáticas entre alelos 

em locos diferentes podem ocorrer quando muitos locos influenciam uma característica. 

Interações epistáticas, assim como os efeitos de dominância, não são transmitidas para a 

descendência. A variabilidade na população devida a qualquer fator particular é medida pela 

variância. A similaridade entre parentes em geral, e entre progenitores e descendentes em 

particular, é governada pela variância genética aditiva da característica. A variância aditiva 

(VA) costuma ser discutida como uma fração da variância fenotípica total (VP), e é essa fração 

que é chamada de herdabilidade (h²) de uma característica: h² = VA/VP. A herdabilidade é um 

número entre zero e um. Se a herdabilidade for um, toda a variância da característica é 

genética e aditiva (Ridley, 2006). Para muitas características de interesse econômico ou 

médico (ou evolutivo), as herdabilidades costumam ser menores do que 50%, frequentemente 

bem menos, de modo que a maioria da variação entre os indivíduos é ambiental (Kearsey, 

1998). 

 

1.3.Do fenótipo ao genótipo: QTL e marcadores moleculares 

 

O acrônimo QTL foi primeiro cunhado por Geldermann (1975). Entretanto, o conceito 

subjacente é antigo, tendo se originado no início dos anos 1900 (revisado por Lynch e Walsh, 

1998). Marcadores genéticos dispersos no genoma dos organismos são tipificados dentro da 

população de mapeamento, para os quais dados fenotípicos estão disponíveis. Se o marcador 

está em ligação física próxima com um QTL, os dois estarão em desequilíbrio de ligação 

dentro da população de mapeamento, gerando associação significante estatisticamente entre o 

genótipo do marcador e a variação da característica (Slate, 2005). Ou seja, o desequilíbrio de 

ligação gera efeitos quantitativos associados ao marcador, que podem ser detectados e 

estimados por meio de análises estatísticas apropriadas. Desequilíbrio de ligação entre dois 

locos ocorre quando as frequências genotípicas dos gametas diferem do produto das 
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frequências dos alelos componentes, evidenciando uma associação significativa entre os dois 

locos (Ferreira e Grattapaglia, 1995). 

Marcadores genéticos representam diferenças genéticas entre organismos ou espécies. 

Geralmente, eles não representam os genes-alvos propriamente ditos, mas atuam como 

‘bandeiras’. Marcadores genéticos que estão localizados proximamente aos genes (fortemente 

ligados) podem ser referidos como ‘etiquetas’ dos genes (Collard et al., 2005).  Tais 

marcadores não afetam o fenótipo da característica de interesse, porque eles estão localizados 

próximos ou ligados a genes controlando a característica. Todos marcadores genéticos 

ocupam posições genômicas específicas dentro dos cromossomos (Collard et al., 2005). Até 

meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento 

eram controlados por genes associados a características morfológicas. Marcadores 

morfológicos contribuíram para o desenvolvimento teórico da análise de ligação gênica e para 

a construção das primeiras versões de mapas genéticos (Ferreira e Grattapaglia, 1995). Depois 

se desenvolveram marcadores isoenzimáticos, e com o advento das técnicas modernas de 

biologia molecular, surgiram diversos métodos de detecção de polimorfismo genético 

diretamente ao nível de DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1995). Marcadores de DNA são o tipo 

mais usado de marcador, predominantemente devido a sua abundância (Collard et al., 2005). 

Eles surgem a partir de diferentes classes de mutações de DNA tais como mutações de 

substituição (mutações de ponto), rearranjos (inserções e deleções) ou erros na replicação de 

DNA repetitivo em tandem (Paterson, 1996; Collard et al., 2005). Esses marcadores são 

seletivamente neutros porque eles usualmente se localizam em regiões de DNA não 

codificantes. Diferente dos marcadores morfológicos e bioquímicos, os marcadores de DNA 

são praticamente ilimitados em número e não são afetados por fatores ambientais e/ou estágio 

de desenvolvimento do indivíduo (Collard et al., 2005). O polimorfismo dos marcadores 

moleculares pode ser herdado de forma Mendeliana (Wu et al., 2007). Inicialmente, a 

utilização de enzimas de restrição permitiu a análise de polimorfismo de fragmentos de 

restrição de DNA (restriction fragment lenght polymorphism – RFLP). Mais recentemente, o 

desenvolvimento do processo de amplificação em cadeia com a enzima DNA polimerase 

(PCR - polymerase chain reaction) levou a descrição de outros marcadores, como RAPD 

(random amplified polymorphic DNA, ou polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), 

AFLP (amplified fragment lenght polymorphism, ou polimorfismo de comprimento de 

fragmentos amplificados) e SSR (simple sequence repeat, ou sequências simples repetidas, 

também denominadas de microssatélites) (Ferreira e Gratapaglia, 1995). Entre os marcadores 
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mais recentes destacam-se os SNPs (single nucleotide polymorphism, ou polimorfismo de 

nucleotídeo único), os EST (expressed sequence tags, ou marcador de sequência expressa) 

(Erickson et al., 2004) e RADseq (restriction-site associated DNA sequencing, ou 

sequenciamento de DNA associado a sítios de restrição) (Davey et al., 2011). Marcadores 

polimórficos podem ser descritos como codominantes ou dominantes. Essa discriminação é 

baseada em se os marcadores podem diferenciar entre homozigotos e heterozigotos. As 

diferentes formas de um marcador de DNA são chamadas ‘alelos’(Collard et al., 2005). 

Dentre os marcadores moleculares acima citados, destacam-se dois, AFLP e SSR, que 

vem sendo bastante utilizados (como em Moen et al., 2004; Jiggins et al., 2005; Tobler et al., 

2005; Kapan et al., 2006; Roy et al., 2006; Baxter et al., 2009; Pino Del Carpio et al., 2011; 

Dadras et al., 2014). 

Polimorfismos de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP) são bastante 

usados em estudos evolutivos, de genética populacional e de conservação em plantas, animais 

e micro-organismos. Aplicações desses marcadores são particularmente úteis em espécies 

não-modelo, para os quais nenhuma sequência de DNA está disponível, e onde outros 

marcadores genome-wide, tais como SNPs, são difíceis de obter (revisado por Caballero et al., 

2013). Marcadores AFLP têm um baixo custo relativo a outros marcadores. Então, 

marcadores AFLP vêm sendo úteis para muitos objetivos, como mapeamento genome-wide, 

diversidade genética populacional, estudos de hibridização e introgressão, análises 

filogenéticas, e detecção de assinaturas de seleção. Mais recentemente, marcadores de DNA 

associados com sítios de restrição (RAD) foram sugeridos como ferramenta alternativa para 

alguns dos objetivos acima, embora problemas importantes também afetem esse tipo de 

marcador (revisado por Caballero et al., 2013). A análise de AFLP consiste essencialmente de 

quatro etapas. Conforme descrito por Ferreira e Gratapaglia (1995), na primeira etapa o DNA 

genômico é clivado com duas enzimas de restrição, uma de corte raro e uma de corte 

frequente. Uma enzima de corte raro reconhece de 6 a 8 pares de bases ou uma sequência rara 

de bases (por exemplo, EcoRI), e a enzima de corte frequente reconhece 4 pares de bases (por 

exemplo, MseI). Na segunda etapa, adaptadores específicos são ligados aos terminais dos 

fragmentos genômicos gerados pela clivagem. Na terceira etapa, uma fração dos fragmentos 

gerados é amplificada seletivamente via PCR, utilizando primers especificamente desenhados 

para reconhecer sequências nos adaptadores. Os primers utilizados são construídos de tal 

forma que, além de conterem a sequência específica de 20 a 25 nucleotídeos complementares 

à sequência dos adaptadores, contêm ainda de 1 a 3 nucleotídeos adicionais de sequência 
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arbitrária na sua extremidade 3’. A seleção via PCR é feita em duas etapas: uma seleção 

branda com apenas uma base arbitrária, utilizando primers não marcados (amplificação pré-

seletiva), e uma seleção final com 3 bases arbitrárias e o primer para o terminal de corte raro 

marcado com radioisótopo (ou fluorescência). Uma ação seletiva ocorre no momento em que 

é realizada a PCR e somente uma subpopulação de fragmentos é amplificada. A quarta etapa 

consiste na visualização da subpopulação de fragmentos amplificados, através de gel de alta 

resolução, ou através de analisadores genéticos automáticos (Ferreira e Gratapaglia, 1995). 

Com relação aos microssatélites, regiões contendo sequências simples repetidas (SSR) 

são amplificadas individualmente através de PCR utilizando-se um par de primers específicos 

(de 20 a 30 bases), complementares a sequências únicas que flanqueiam o microssatélite 

(Ferreira e Gratapaglia, 1995). Segmentos amplificados a partir destes sítios quase que 

invariavelmente apresentam um polimorfismo extensivo resultante da presença de diferentes 

números de elementos simples repetidos. Assim, cada ilha microssatélite, independentemente 

do elemento repetido, constitui um loco genético altamente variável e multialélico. Cada 

segmento amplificado de tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco. 

Locos SSRs parecem ser somaticamente estáveis, possuem expressão codominante (ambos os 

alelos de um indivíduo heterozigoto são visualizados), e possuem muitos alelos, numa 

população onde potencialmente todos os alelos daquele loco podem ser identificados e 

diferenciados (Ferreira e Gratapaglia, 1995). Microssatélites podem ter até 70 ou 80 alelos 

para um único loco (Wu et al., 2007).  Os SSR são muito frequentes e distribuídos ao acaso, 

permitindo a mais completa cobertura de qualquer genoma eucarioto. A maior limitação da 

tecnologia de microssatélites é o trabalho necessário para o desenvolvimento prévio dos 

marcadores (Ferreira e Gratapaglia, 1995). Outra limitação é que eles raramente são 

transferíveis entre espécies (Hall et al., 2010a). Em Lepidoptera, a obtenção de locos de 

microssatélites é desafiadora e difícil (Zhang, 2004), embora ao redor de 20 marcadores SSR 

tenham sido descritos para Heliconius erato e H. melpomene (Flanagan et al., 2002; Jiggins et 

al., 2005; Mavárez and González, 2006; Kapan et al., 2006). 

 

1.4.Do fenótipo ao genótipo: estudos de associação e análises de ligação 
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Com relação aos princípios genéticos por trás do mapeamento genético de QTL, a 

metodologia inclui duas áreas principais: análises de ligação e estudos de associação (Olson et 

al., 1999; Wu et al., 2002). Tanto mapeamentos de ligação como mapeamentos por 

associação usam desequilíbrio de ligação entre os marcadores moleculares e locos funcionais 

para ligar a variação das características fenotípicas com a variação nos marcadores 

moleculares (Flint-Garcia et al., 2003). A diferença entre as duas abordagens é que o método 

de mapeamento de ligação usa o desequilíbrio de ligação gerado a partir de um design de 

cruzamento envolvendo dois pais, enquanto o mapeamento de associação usa o desequilíbrio 

de associação histórico que está presente nas populações, relacionados por ancestrais comuns 

(Gebhardt et al., 2014). Ao contrário dos estudos de ligação que sempre requerem famílias, 

estudos de associação são conduzidos usando múltiplas abordagens amostrais (Rao, 2008).  

Os termos ligação e desequilíbrio de ligação são frequentemente confundidos. Embora 

desequilíbrio de ligação e ligação sejam relacionados, eles são distintos. Ligação se refere à 

herança correlacionada de locos através da conexão em um cromossomo, enquanto o 

desequilíbrio de ligação se refere à correlação entre alelos em uma população. A confusão 

ocorre porque uma forte ligação pode resultar em altos níveis de desequilíbrio de ligação 

(Flint-Garcia et al., 2003).  

Historicamente, análises de ligação vêm sendo usadas para medir a proximidade 

genética entre locos, e também para mapear QTL. As populações de mapeamento costumam 

ser altamente estruturadas, com pedigrees conhecidos (como populações F2 ou linhagens 

endocruzadas). Essas populações, entretanto, têm algumas limitações: o número limitado de 

eventos de recombinação resulta em uma resolução pobre para características quantitativas, 

apenas dois alelos de um dado loco podem ser estudados simultaneamente (Flint-Garcia et al., 

2003). Além disso, esses estudos requerem grandes tamanhos amostrais, e podem apenas 

mapear aquelas diferenças capturadas entre as linhagens parentais iniciais. Porque é 

improvável que essas linhagens contenham alelos segregantes de grande efeito de cada loco 

contribuindo para a variação em populações naturais, particularmente em linhagens 

endocruzadas, alguns locos podem permanecer indetectados (Miles e Wayne, 2008).  Além 

disso, alelos específicos que segregam, particularmente em linhagens endocruzadas, podem 

não ser relevantes para populações naturais. Entretanto, outros alelos desses mesmos locos 

serão provavelmente de interesse. Então, o objetivo de muitos estudos é identificar locos antes 

que alelos particulares (Miles e Wayne, 2008). Três métodos são amplamente utilizados para 
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detectar QTLs: análise de um único marcador, mapeamento por intervalo simples, e 

mapeamento por intervalo composto (Collard et al., 2005). 

Por explorar uma genealogia profunda, e não pedigrees de famílias, o mapeamento de 

associação oferece algumas vantagens sobre o mapeamento de ligação: maior resolução de 

mapeamento, mais alelos avaliados, referência populacional mais ampla e menos tempo para 

estabelecer uma associação (Gebhardt et al., 2014) Diferente de populações de mapeamento 

de ligação, o desequilíbrio de ligação em populações de mapeamento por associação pode não 

ser influenciado apenas por recombinação, mas também por outras forças (Flint-Garcia et al., 

2003; Gebhardt et al., 2014). As forças influenciando o padrão e a extensão do desequilíbrio 

de ligação são: tipo de cruzamento, deriva genética, seleção, mutação, subestrutura 

populacional e parentesco, e viés de averiguação. Para muitas populações de mapeamento, a 

importância desses fatores é desconhecida ou pode ser apenas grosseiramente estimada. Dois 

tipos de experimentos de mapeamento por associação podem ser estimados: experimentos 

baseados em famílias, e experimentos baseados em população (Gebhardt et al., 2014).  

 

1.5.O reconhecimento de parentesco e os sinais químicos 

 

Segundo Martin et al. (2008), o reconhecimento é uma das funções mais básicas que 

qualquer organismo necessita executar. A capacidade para reconhecer uma espécie diferente, 

o sexo dos coespecíficos, família, ou membro da colônia, subjaz quase todos os 

comportamentos. Marcas visuais e sonoras são geralmente usadas por vertebrados, enquanto 

os invertebrados, especialmente insetos, empregam reconhecimento predominantemente 

químico (Howard, 1993). A seleção natural deve favorecer o uso de marcas que otimizem a 

discriminação, porque erros de reconhecimento – rejeitar um coespecífico desejável ou aceitar 

um indivíduo indesejável – diminuem os benefícios esperados das interações entre parentes 

(Lehmann e Perrin, 2002). Marcas de reconhecimento em insetos sociais e outros animais são 

primariamente químicas na natureza e percebidas por quimiorrecepção do olfato e ou contato 

(Vásquez et al. 2008). 

A arquitetura genética das marcas de reconhecimento varia imensamente entre 

diferentes grupos (revisado por Helantera et al., 2011), a partir de sistemas de reconhecimento 

baseado em alelos de, por exemplo, mofos-de-lodo, invertebrados marinhos e fungos 
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(Benabentos et al., 2009; Nicotra et al., 2009; Hall et al., 2010b), os efeitos das proteínas 

urinárias principais (MUPS), locos do complexo principal de histocompatibilidade MHC e o 

background genético nos odores de reconhecimento em mamíferos (Kwak et al., 2006; Willse 

et al., 2006; Cheetham et al., 2007) até sistemas de insetos sociais. Em invertebrados, 

polimorfismos genéticos nas enzimas envolvidas na biossíntese de semioquímicos podem ser 

importantes. Por exemplo, a diversidade olfatória pode resultar da ação de desaturases ou 

elongases que modificam os semioquímicos baseados em hidrocarbonetos (Thomas e 

Simmons, 2011).  Segundo Helantera et al. (2011), esta variação através dos taxa não é 

importante apenas para compreender o comportamento social na geração atual, mas também 

as marcas da seleção (Crozier e Dix, 1979; Crozier, 1986; Rousset e Roze, 2007) e a 

estabilidade do comportamento social ao longo do tempo (Gardner e West, 2007).  

Os insetos exercem as relações ecológicas envolvidas na comunicação com o ambiente 

e com os outros organismos de diversas maneiras, sendo aquela mediada por compostos 

químicos bastante importante (Lima Mendonça et al., 2014).  Esses compostos, chamados de 

sinais químicos ou semioquímicos são, provavelmente, a mais antiga forma de comunicação 

encontrada nos organismos vivos, e os insetos constituem um grupo de animais que utilizam e 

dependem destes compostos em diversas etapas do seu comportamento reprodutivo e de 

sobrevivência no habitat. Os sinais químicos utilizados pelos insetos são divididos em dois 

grupos: os aleloquímicos, que compreendem as substâncias envolvidas na comunicação 

interespecífica e atuam no processo de busca pelo alimento, e os feromônios, que têm ação 

intraespecífica (Lima Mendonça et al., 2014).  

Segundo Schal et al. (1998), a cutícula dos insetos é um complexo de fibrilas de 

quitina em uma matriz de proteínas, na qual músculos, traqueias, e canais alimentares estão 

ancoradas, e contra a qual a pressão hidrostática pode ser exercida pela hemolinfa. Uma 

camada lipídica epicuticular cobre a superfície externa da cutícula nos insetos. 

Hidrocarbonetos (CHCs), primariamente n-alcanos, alcenos, e compostos metil-ramificados 

são os compostos epicuticulares mais comuns. Suas funções, conforme revisado por Schal et 

al. (1998), mostradas experimentalmente ou inferidas, são muitas. As características 

hidrofóbicas dos hidrocarbonetos contribuem significativamente para o balanço d’água, 

primariamente por retardar a perda d’água, mas também por manter a água fora dos 

espiráculos. A epicutícula também serve como mensageiro químico (semioquimicos, 

infoquímicos). Em insetos, hidrocarbonetos servem como feromônios que medeiam 

interações intraespecíficas, cairomônios que medeiam interações predador-presa e parasitóide-
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hospedeiro, e alomônios que funcionam na defesa. Hidrocarbonetos têm função no 

mimetismo químico e camuflagem. Hidrocarbonetos específicos têm sido relacionados à 

mediação do reconhecimento de plantas por insetos: a superfície de hidrocarbonetos das 

plantas são um importante determinante em sua aceitabilidade para alimentação ou oviposição 

para insetos fitófagos.  Em interações tritróficas a superfície química das plantas, em 

combinação com o perfil de hidrocarbonetos dos insetos hospedeiros pode determinar a 

aceitabilidade dos insetos hospedeiros para predadores e parasitóides. Os hidrocarbonetos 

cuticulares também representam a primeira barreira para a entrada de patógenos, servindo 

também como cairomônios para fungos e bactérias entomopatogênicos cuja aderência à 

superfície cuticular depende da distinção mediada por hidrocarbonetos entre hospedeiros e 

não hospedeiros.  Os hidrocarbonetos cuticulares podem também constituir uma matriz física 

para a liberação lenta de feromônios de insetos. Hidrocarbonetos constituem uma barreira 

física contra parasitas e predadores. As propriedades hidrofóbicas e lubrificantes dos 

hidrocarbonetos podem também facilitar ou prejudicar a capacidade dos insetos obterem uma 

base em superfícies lisas. Apesar do papel diverso que os hidrocarbonetos desempenham nas 

interações inseto-inseto e inseto-planta, pouco é conhecido sobre os mecanismos sensoriais de 

transdução para os estímulos de hidrocarbonetos (Schal et al., 1998). 

Investigações bioquímicas mostraram que os insetos são capazes de sintetizar a 

maioria dos hidrocarbonetos. Então, a composição dos hidrocarbonetos cuticulares é um 

reflexo do genótipo do inseto e tem potencial para uso na taxonomia (Martin et al., 2008). 

Entre os insetos, aqueles que são verdadeiramente eussociais possuem o mais avançado e 

complexo sistema de comunicação química conhecido. Mais de 100 glândulas exócrinas 

foram descritas em insetos sociais, com mais da metade sendo encontrada em formigas 

(Martin et al., 2008). Eles são altamente diversos e variáveis, e os perfis de hidrocarbonetos 

cuticulares têm um componente herdável (Thomas e Simmons, 2008; Weddle et al., 2013). 

Isso é importante para a capacidade de discriminar até indivíduos não familiares baseado no 

parentesco, onde o próprio fenótipo pode ser usado como molde para o qual o fenótipo do 

parceiro potencial é comparado (Pusey e Wolf, 1996; Mateo e Johnston, 2003; Fischer et al. 

2015) 

A síntese de hidrocarbonetos ocorre nos oenócitos dos insetos, e os produtos são então 

transportados para a cutícula (e outros tecidos) por proteínas lipoforinas (Tsutsui, 2013). 

Schal et al. (1998) concluíram que os hidrocarbonetos internos em muitos insetos foram 

qualitativamente similares aos hidrocarbonetos da superfície.  Eles sugeriram que os 

hidrocarbonetos internos podem ser reservatórios de hidrocarbonetos nos oenócitos, 
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epiderme, hemolinfa, corpos de gordura e/ ou gônadas.  Os oenócitos dos insetos podem ser 

associados com tecido epidérmico ou tecidos periféricos de corpos de gordura. A glândula 

pós-faringea é a estrutura glandular mais estudada com respeito ao conteúdo de 

hidrocarbonetos em formigas (Bagnères e Blomquist, 2010). 

Os hidrocarbonetos cuticulares de muitas espécies de insetos são extremamente 

complexos e envolvem misturas de componentes normal, mono, di e tri-insaturados e mono, 

di, tri, tetra e pentametil-ramificados (Blomquist e Bagnères, 2010). Hidrocarbonetos de 

insetos atingem comprimento de cadeia de 11 a 43 carbonos, tendo tanto números ímpares 

como pares de átomos e carbono (Singer, 1998). O número de compostos conhecidos é muito 

grande, e o número de isômeros possíveis é muito maior (Blomquist e Bagnères, 2010). 

Um exemplo de especificidade na deposição de hidrocarbonetos ocorre em vários 

lepidópteros, nos quais feromônios de cadeia curta ou hidrocarbonetos precursores de 

feromônios (Schal et al., 1998; Jurenka et al., 2003) são sintetizados por oenócitos, e então 

co-transportados pela lipoforina com os componentes de cadeia longa destinados a ser 

hidrocarbonetos cuticulares. Os feromônios de cadeia curta ou hidrocarbonetos precursores de 

feromônios são seletivamente transportados para a glândula de feromônio, enquanto os 

hidrocarbonetos cuticulares tornam-se distribuídos sobre a cutícula (Jurenka et al., 2003; 

Blomquist, 2010). Wang et al. (2016) mostraram que em insetos sociais, os perfis de 

operários e alados da espécie de formiga carnívora australiana Iridomyrmex purpureus variam 

entre diferentes partes do corpo. 

Segundo Blomquist e Bagnères (2010), os compostos cuticulares mais comuns, além 

dos hidrocarbonetos, incluem uma variedade de tipos de ésteres, ácidos graxos livres, álcoois 

primários e secundários, cetonas e esteróis. Triacilgliceróis e fosfolipídios mais polares não 

são componentes comuns dos lipídios cuticulares dos insetos. Em alguns casos, 

hidrocarbonetos são hidroxilados e metabolizados para compostos oxigenados, e esses 

produtos incluem alguns dos feromônios de contato e de curto alcance da mosca doméstica 

(Blomquist, 2003) e da barata germânica (Schal et al., 2003; Blomquist e Bagnères, 2010). 

Embora alguns autores tenham argumentado que outros semioquímicos sejam importantes 

como marcas para reconhecimento de colônias, a maioria conclui que os hidrocarbonetos 

cuticulares são os mais importantes (Howard e Blomquist, 2005). 

O papel dos hidrocarbonetos cuticulares como sinais para o reconhecimento de 

espécies, parentesco e parceiros foi mostrado em numerosos insetos sociais (Lahav et al., 

1998; Howard e Blomquist, 2005; Dani, 2006), bem como em muitos insetos solitários, 

incluindo Drosophila (Ferveur, 2005), grilos dos gêneros Laupala (Mullen et al., 2007) e 
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Gryllus (Tregenza e Wedell, 1997), moscas tse-tse Glossina (Carlson et al., 2005), e besouros 

(Peschke, 1987; Page et al., 1990; Johansson e Jones, 2007, Stoeffler et al., 2007) (South 

2008). 

 

1.6.Heliconius erato phyllis: organismo de estudo 

 

Borboletas estão entre os insetos mais carismáticos, e sua variação de cores têm 

fascinado os cientistas por séculos (Papa et al., 2013). Borboletas Heliconius tiveram sua 

radiação pelo neotrópico nos últimos 17 milhões de anos, diversificando em 40 espécies e 

muitas subespécies e raças (Nadeau et al., 2011). Estão distribuídas do México às Américas 

Central e do Sul. Estão adaptadas a altitudes que vão do nível do mar a 1600 m, e são 

frequentemente encontradas voando em pastagens abertas em florestas perturbadas e de 

crescimento secundário (DeVries, 1987; Hay-Roe et al., 2008). Possuem notáveis padrões 

aposemáticos nas asas, com coloração marrom, preta, vermelha, laranja e amarela, que 

alertam potenciais predadores para sua impalatabilidade (Kapan, 2001; Ferguson e Jiggins, 

2009). O gênero Heliconius é bastante diversificado em termos de diferenciação racial, 

mimetismo mülleriano intraespecífico e riqueza de espécies (Brown, 1981; Beltrán et al., 

2007; Cardoso e Gilbert, 2013).  

A característica mais distinta comum aos Heliconius, mas ausente em outros gêneros 

de heliconiineos, ou qualquer gênero de borboletas, é a alimentação de pólen pelos adultos, e 

a reorganização correlacionada de como larva e adultos alocam recursos de nitrogênio para a 

reprodução (Gilbert, 1972,1975; Dunlap-Pianka et al., 1977; Boggs, 1981) (Cardoso e 

Gilbert, 2013). Gilbert (1991) propôs que a inovação da alimentação por pólen forneceu uma 

nova zona adaptativa para a radiação de Heliconius, mas como os recursos adquiridos pelo 

adulto poderiam abastecer a diversificação não é óbvio (Cardoso e Gilbert, 2013). O aumento 

de aminoácidos devido ao consumo de pólen poderia ter permitido a evolução da 

impalatabilidade, visto que os compostos defensivos de Heliconius, os glicosídeos 

cianogênicos, são derivados de aminoácidos (Zagrobelny et al., 2008; Cardoso e Gilbert, 

2013). Assim, o aumento da defesa química dos adultos possibilitaria a expansão e 

diversificação do gênero sob mimetismo mülleriano intragênero (Gilbert, 1991; revisado por 

Cardoso e Gilbert, 2013). 

Muitas espécies de Heliconius foram observadas formando dormitórios comunais, nos 

quais os adultos repetidamente se reúnem em um local particular no dormitório à noite. As 
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borboletas chegam a seus dormitórios em torno de três horas antes do pôr do sol, e saem 

dentro de duas horas após o nascer do sol. Os dormitórios são geralmente formados por 

coespecíficos, mas algumas vezes diferentes espécies repousam juntas. A evolução do 

comportamento de repouso comunal em Heliconius seria facilitada pela impalatabilidade, taxa 

reprodutiva lenta, área de vida aprendida limitada e longevidade devido ao consumo de pólen 

(revisado por Finkbeiner et al., 2012). Os adultos vivem de 90 a 180 dias (Brown, 1992; 

Dell’Erba et al., 2005).  Uma das maneiras de explicar a impalatabilidade e comportamentos 

agressivos é a seleção de parentesco. Muitas espécies impalatáveis usam padrões de coloração 

conspícuos para dar um sinal claro (aposematismo) aos predadores de sua toxicidade, e em 

muitos casos a mensagem pode ser reforçada através de agregações (Salcedo, 2011).  

Segundo Beltrán et al. (2007), entre os heliconiineos, há lagartas gregárias (quando no 

mínimo há dez ovos ou larvas juntos), solitárias e aquelas que geralmente colocam ovos 

solitários, mas que ocasionalmente colocam alguns poucos ovos juntos.  O comportamento 

gregário das lagartas evoluiu pelo menos três vezes a partir de um ancestral solitário (Beltrán 

et al., 2007).  Outra característica não usual entre alguns Heliconius é um comportamento de 

acasalamento único, conhecido como cruzamento pupal. Os machos visitam as pupas fêmeas 

por dias sucessivos, até a proximidade da eclosão, e sentam sobre a pupa fêmea um dia antes 

da emergência, e o cruzamento ocorre na manhã seguinte, antes que a fêmea tenha emergido 

completamente (Gilbert, 1976; Beltrán et al., 2007).   

Heliconius tem se tornado um organismo modelo para estudos de ecologia, evolução, e 

comportamento, levando Turner (1977) a declarar que eles são “os mais bem estudados 

invertebrados terrestres sem importância econômica, além de Drosophilidae” (Kronforst e 

Papa, 2015). Embora isso não continue assim hoje (pois há muitas pesquisas com o 

nematódeo Caenorhabditis elegans, por exemplo), há um recente esforço de muitos 

pesquisadores internacionais para caracterizar os genes subjacentes ao mimetismo do padrão 

das asas em Heliconius, e então usar essa informação para responder questões fundamentais 

em biologia evolutiva (Kronforst e Papa, 2015). 

Estudos de marcação-e-recaptura de Heliconius mostraram que as populações 

permanecem bastante estáveis ao longo do tempo, usualmente em baixas densidades. Depois 

de um breve período de dispersão, os adultos de Heliconius se estabelecem em áreas onde eles 

permanecem pelo resto de suas vidas (Mallet, 1986; Moura et al., 2011). Então, as populações 

de Heliconius estão organizadas em unidades moderadamente sedentárias, com pouca 

movimentação dos indivíduos, aparentemente como resultado do comportamento de 

manutenção de áreas de vida (home range). Esses comportamentos sugerem que o fluxo 
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gênico entre populações geograficamente separadas é baixo (Mallet, 1986; Moura et al., 

2011). Moura et al. (2011) examinaram a diversidade genética e diferenciação entre 

populações  de Heliconus erato e H. melpomene, em porção nordeste da Mata Atlântica 

brasileira, para estimar o impacto potencial da fragmentação de habitat na conectividade da 

população em borboletas com comportamento de home-range. Os autores encontraram 

substancial diferenciação genética entre populações e diferenças intrigantes entre espécies e 

entre marcadores moleculares, refletindo a biologia de populações única desse sistema de 

estudo e seu contexto geográfico. 

Cada indivíduo explora sua própria área de vida, a qual corresponde, em média, a um 

círculo imaginário de raio entre 100 e 500 m, contados a partir do dormitório comunal 

(Endringer et al., 2004). No interior de sua área de vida, os principais recursos são 

memorizados, o que permite sua constante visitação. Para ambos os sexos, tais pontos de 

atração são representados por flores específicas e pelas plantas hospedeiras das lagartas da 

espécie.  O néctar e pólen que servem de alimento aos indivíduos adultos são extraídos das 

flores, especialmente de espécies pertencentes às famílias Verbenaceae, Rubiaceae, 

Cucurbitaceae e Asteraceae (Endringer et al., 2004).  As plantas hospedeiras (Passifloraceae) 

se constituem nos locais de oviposição da espécie, as quais servirão de alimento aos estágios 

imaturos, as quais são constantemente inspecionadas pelas fêmeas adultas. Já os machos 

patrulham tais plantas à procura de fêmeas recém-eclodidas da pupa, aptas à cópula 

(Endringer et al., 2004). Estudos em campo sobre Heliconius geralmente revelam um padrão 

composto por vida longa, reprodução contínua e aprendizagem para localização dos recursos 

durante o dia, caso se reúnam em dormitórios à noite (Brown, 1981; Turner, 1981; Endringer 

et al., 2004). 

O gênero Heliconius vem sendo estudado nos últimos anos sob vários aspectos, como 

evolução e desenvolvimento (Joron et al., 2006; Ferguson e Jiggins, 2009; Aymoné et al., 

2011; Aymoné et al., 2013); genômica (Papanicolaou, 2008; Counterman et al., 2010), 

seleção natural e sexual (Estrada e Jiggins, 2008; Cardoso et al., 2009; Klein e Araújo, 2010; 

Klein e Araújo, 2013), conservação de populações naturais (Moura et al., 2011), morfometria 

tradicional e geométrica (Borges et al., 2010; Jorge et al., 2011), comportamento (Klein e 

Araújo, 2010; De Nardin e Araújo, 2011), biogeografia evolutiva (Cardoso, 2010), especiação 

(Jiggins et al., 2008), mimetismo (Cuthill e Charleston, 2015; Mérot et al. 2015). Merrill et al. 

(2015) resumiram os principais avanços nas pesquisas em Heliconius nos últimos 150 anos: 

evidências experimentais para seleção positiva dependente de frequência, mantendo padrões 

aposemáticos locais na natureza, fornecendo um excelente exemplo de adaptação local 
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mantida por forte seleção natural; evidências de amplo fluxo gênico através da barreira de 

espécies; descoberta de transferência horizontal dos alelos  do padrão de coloração permitindo 

introgressão adaptativa, e evidência que isso pode levar ao isolamento reprodutivo e 

especiação de características híbridas; identificação dos principais genes envolvidos nas 

mudanças miméticas, e a demonstração de homologia entre genes de padrão de coloração 

através de Heliconius distantemente relacionados bem como de outros Lepidoptera. Também 

se demonstrou que inversões cromossômicas estão associadas com a evolução de supergenes; 

evidências para o papel chave da evolução de genes regulatórios (em oposição à divergência 

de sequências codificantes) em gerar diversidade morfológica, e evidências experimentais que 

as colorações de advertência são “características mágicas” (que são características sob seleção 

ecológica divergente as quais contribuem para o acasalamento não aleatório, e que 

hipoteticamente facilitam a especiação com fluxo gênico). Esse resumo evidencia que, apesar 

de diversas áreas onde Heliconius é o objeto de estudo, a área com mais pesquisas atualmente 

é relacionada ao mimetismo e padrão de coloração. 

A borboleta extra-amazônica Heliconius erato phyllis (Figura 1) é a mais difundida, 

ocorrendo em diversos biomas e, embora cada indivíduo use uma única planta hospedeira 

como fonte de alimento durante o desenvolvimento, diferentes indivíduos podem usar muitas 

plantas hospedeiras do gênero Passiflora (Brown e Mielke, 1972). Estudos mostraram que H. 

erato phyllis é altamente seletivo com respeito aos locais de oviposição, com relação a partes 

e espécie da planta, conteúdo de nitrogênio e presença de coespecíficos (Williams e Gilbert, 

1981; Mugrabi-Oliveira e Moreira, 1996; Rodrigues e Moreira, 1999, 2002; Kerpel et al., 

2006; revisado por Jorge et al., 2011). As larvas de H. erato têm um comportamento solitário, 

e podem ser canibais (Benson et al., 1976). Apesar de muitas espécies serem solitárias, o 

canibalismo só foi relatado em Heliconius erato e Dryas iulia (Brown e Mielke, 1972 e 

DeVries, 1987). Nas espécies gregárias, ou solitárias mas tolerantes, não há relato de 

canibalismo. Lagartas de H. erato phyllis podem discriminar ovos irmãos de não-aparentados, 

de modo que a frequência de canibalismo de ovos irmãos é significativamente inferior à 

frequência de canibalismo de ovos não aparentados (De Nardin e Araújo, 2011). Entretanto, 

não foi observada discriminação de parentesco entre lagartas (De Nardin et al., 2015). 
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Figura 1 - Heliconius erato phyllis: A: ovo (dimensões aproximadas: 1,5 mm de altura e 0,9 

mm de diâmetro); B: lagarta de 1º estádio em Passiflora suberosa; C: adulto.   

A B C 
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Objetivos 

 

Objetivo Geral 

 

 

Estudar aspectos relacionados ao reconhecimento de parentesco observado em 

imaturos de Heliconius erato phyllis. 

 

 

Objetivos Específicos 

 

 

1) Elucidar a herança do reconhecimento de parentesco, através da estimativa de 

herdabilidade do comportamento não-canibal. (Capítulo 2) 

 

 

2) Uma vez que o córion do ovo é o meio pelo qual as lagartas reconhecem seus 

parentes, avaliar a natureza molecular da informação coriônica, ou o perfil químico do 

córion, bem como das lagartas recém-eclodidas.  (Capítulo 3) 

 

 

3) Verificar se há associação entre os marcadores moleculares (AFLP e SSR) e os 

fenótipos comportamentais relacionados ao reconhecimento de parentesco, bem como 

nos casos de canibalismo. (Capítulo 4) 

 

 

4) Avaliar as proles geradas nos cruzamentos realizados no Capítulo 2 quanto aos efeitos 

do endocruzamento na mortalidade geral e em variáveis do desenvolvimento, como 

modo de avaliar possíveis consequências colaterais do reconhecimento de parentesco 

nas populações. (Capítulo 5) 
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CAPÍTULO 6 

Discussão Geral 

 

Síntese dos resultados 

 

Esta tese buscou uma melhor compreensão de aspectos relacionados ao 

reconhecimento de parentesco observado em imaturos de Heliconius erato phyllis, 

avaliado através da frequência de canibalismo lagarta-ovo. Os principais resultados 

encontrados aqui foram: 

(i) O reconhecimento de parentesco, avaliado pelo não-canibalismo de ovos 

irmãos, parece ter um componente herdável. Independentemente do comportamento 

apresentado pelos pais, proles oriundas de pais irmãos têm, em média, frequência de 

canibalismo de ovos irmãos significativamente inferior àquela observada em proles 

oriundas de pais não-aparentados. Sugerimos que a herança do reconhecimento de 

parentesco seja quantitativa, dependendo de muitos genes, além de fatores ambientais. Para 

a expressão do fenótipo comportamental de não-canibalismo, seria necessário ser atingido 

um limiar. 

(ii) O perfil químico de lagartas recém-eclodidas e de ovos difere 

quantitativamente para vários compostos, embora qualitativamente seja bastante 

semelhante. Além disso, foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre 

famílias para vários compostos, tanto em córions como em lagartas recém-eclodidas. 

Alguns compostos diferiram entre famílias apenas nas amostras de córion, outros apenas 

nas amostras de lagartas, e outros compostos diferiram para ambos os materiais. 

(iii) Foram encontradas algumas associações entre marcadores moleculares 

AFLPs e SSRs e os fenótipos comportamentais avaliados, nos dois delineamentos 

experimentais adotados. Este estudo é preliminar, mas corrobora que o reconhecimento de 

parentesco tem a contribuição de muitos locos para sua expressão. 

(iv) Foi observada depressão endogâmica para algumas características 

relacionadas à história de vida, como peso da pupa, tamanho do adulto e sobrevivência ao 
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longo do desenvolvimento, mas não para tempo de desenvolvimento, e nem características 

morfológicas, como peso e volume dos ovos. Visto que existe reconhecimento de 

parentesco, e a dispersão da espécie é baixa, espera-se que indivíduos aparentados 

acasalem nas populações naturais. Logo, a estimativa de quão severa pode ser a depressão 

endogâmica é importante. 

 

Discussão 

 

Inicialmente, ao observar lagartas canibais de Heliconius erato phyllis na natureza, 

e que embora as borboletas ovipositem preferencialmente individualmente, ovos podem ser 

encontrados na mesma planta hospedeira, buscamos verificar se havia reconhecimento de 

parentesco lagarta-ovo. Assim, em De Nardin e Araújo (2011) mostramos que, havendo 

escolha entre canibalizar um ovo irmão e um não-parente, a frequência de canibalismo de 

não-parentes (66%) foi significativamente superior a frequência de canibalismo de ovos 

irmãos (34%). Quando apenas ovos irmãos estavam disponíveis, a frequência de 

canibalismo foi de 53%, enquanto que foi de 83% quando apenas ovos não-parentes 

estavam disponíveis (estes valores também diferiram estatisticamente). A continuidade 

dessa pesquisa, na minha dissertação de mestrado (De Nardin, 2012), buscou por 

diferenças em variáveis do desenvolvimento entre lagartas canibais de ovos irmãos e 

lagartas não-canibais, como modo de estimar custos e benefícios dos comportamentos 

canibal (egoísta) e não-canibal (altruísta). Os resultados mostraram que houve diferenças 

significantes para volume e peso do ovo (ovos de canibais foram maiores do que de não-

canibais), para duração do primeiro ínstar, duração do estágio pupal e total de dias da 

eclosão até a fase adulta (canibais se desenvolveram mais rápido do que não-canibais). Não 

houve diferença na mortalidade entre canibais e não-canibais, mas a sobrevivência sem 

alimento dos canibais foi significativamente maior. Assim, alguns parâmetros da ontogenia 

indicaram algumas vantagens do comportamento canibal. No entanto, não-canibais 

deixaram aproximadamente o dobro de irmãos que chegaram à fase adulta, sendo que 

irmãos de canibais e de não-canibais tiveram um desenvolvimento igual. Ou seja, não-

canibais tiveram o benefício de deixar mais irmãos, mas sofreram o custo de ter o 

desenvolvimento um pouco mais lento, embora esses custos tenham se restringido aos 
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estágios imaturos. Uma segunda abordagem adotada no mestrado foi buscar onde estava o 

sinal utilizado para o reconhecimento de parentesco. Observamos que as lagartas de 

diferentes ínstares não se tratavam diferencialmente conforme o parentesco, considerando 

vários comportamentos (indiferença, fuga, ataque, hostilidade e canibalismo). Lagartas de 

primeiro ínstar, mantidas juntas e com alimento em abundância, também não exibiram 

comportamento diferencial com relação a parentes, de modo que a frequência de 

canibalismo entre lagartas de primeiro ínstar irmãs e não-irmãs não diferiu. Outro teste 

realizado foi avaliar a frequência de canibalismo entre meio-irmãos (por parte de pai, já 

que as fêmeas dessa espécie são monândricas), e observou-se que a frequência de 

canibalismo entre lagarta-ovo foi de 83,7%, não diferindo da frequência observada para 

não parentes (De Nardin et al., 2015). Assim, visto que há reconhecimento lagarta-ovo 

entre irmãos (De Nardin e Araújo, 2011), e não há discriminação entre lagartas, é provável 

que o sinal usado no reconhecimento esteja no córion do ovo, que é de origem materna. 

Esse trabalho deu origem ao capítulo 4 dessa tese, onde buscamos avaliar a natureza da 

informação química. 

Outra abordagem, também iniciada no mestrado, foi a da herança do 

reconhecimento de parentesco. Nosso objetivo ao realizar os cruzamentos entre indivíduos 

de diferentes comportamentos, apresentados no capítulo 2, era avaliar se existia herança 

para o canibalismo. Ao avaliar o comportamento das proles, entretanto, observamos que o 

que parecia ser herdado era o reconhecimento de parentesco, avaliado pela frequência de 

não canibalismo. Esses dados iniciais originaram as perguntas para a presente tese. 

O reconhecimento de parentesco, estritamente definido como a capacidade de 

inferir parentesco devido à identidade por descendência (Hamilton, 1964a, 1964b), tem 

definições mais amplas, que incluem comportamentos que refletem a classificação de 

outros como membros ou não-membros de um grupo social, considerando que os membros 

de um grupo social são parte de uma mesma família estendida (Sherman et al., 1997; 

Breed, 2014). O processo de reconhecer parentes depende da presença de marcas ou sinais 

que contenham informação sobre a identidade genética do animal. O estudo do 

reconhecimento de parentesco inclui compreender essas marcas bem como entender a 

informação fenotípica usada pelo recebedor, como é acessada a informação, e como as 

respostas comportamentais do recebedor são modificadas em resposta à informação 

(Sherman, et al., 1997; Mateo, 2004; Breed, 2014).   
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Reconhecimento individual conta com variação fenotípica substancial nas marcas 

usadas para reconhecimento: tais marcas são algumas vezes chamadas hipervariáveis.  

Marcas associadas com MHC (major histocompatibility complex) são hipervariáveis. 

Exemplos de marcas de reconhecimento que são ao menos subjetivamente hipervariáveis 

incluem, conforme revisado por Breed (2014), faces dos primatas (Marechal, et al. 2010; 

Platek et al. 2008), canto de aves (Yorzinski et al., 2006), padrões de coloração na cutícula 

de vespas papel (Tibbetts e Dale, 2007), odores de mamíferos (Swaisgood et al., 1999; 

Johnston, 2003; Mateo, 2003, 2004; Brennan e Kendrick, 2006;), vocalizações de lobos-

marinhos (Insley, 2000), hidrocarbonetos de superfície em baratas (Lihoreau e Rivault, 

2009) e abelhas melíferas (Breed e Buchwald, 2008). Um animal pode perceber seu 

próprio fenótipo e usar esta informação para tentar identificar parentes que são idênticos 

por descendência e fazer distinções entre parentes baseado no grau de parentesco. A teoria 

do auto-referenciamento já foi discutida em vários trabalhos, como Mateo e Johnston 

(2000, 2003) e Hain e Neff (2007). Estudos apontam que artrópodes podem usar 

hidrocarbonetos cuticulares para auto-referenciamento (Sherman, 1991; Neff e Sherman, 

2003; Lihoreau e Rivault, 2009). Anfíbios (Villinger e Waldman, 2008), peixes (Thunken 

et al., 2009) e mamíferos (Hain e Neff, 2006; Mateo, 2010) também podem se auto-

referenciar. Em plantas, também ocorre auto-referenciamento mediado geneticamente, 

através de auto-incompatibilidade (Takayama e Isogai, 2005) (revisado por Breed, 2014). 

Breed et al. (1995) mostrou que os operários de Apis mellifera são capazes de discriminar 

entre favos com base na similaridade genética aprendida. Essas marcas são aprendidas 

rapidamente (em cinco minutos ou menos) e transferidas entre as abelhas, através de 

contato físico. Nos testes comportamentais aqui realizados, o tempo para cada lagarta 

entrar em contato com os ovos presentes no teste foi de 45 minutos. 

Além da posse de marcas fenotípicas hipervariáveis, há outros elementos 

necessários para fazer uma discriminação fina baseada na identidade por descendência, 

como as capacidades neurobiológicas e sensoriais para perceber e utilizar a informação 

consubstanciada nas marcas. Reeve (1989) desenvolveu um modelo de limiar que pode ser 

ajustado dependendo das circunstâncias ecológicas; os custos e benefícios de fazer a 

discriminação podem mudar, e o modelo de limiar dá um modo de medir como mudanças 

ambientais de curto-prazo podem afetar o nepotismo ou outras interações sociais mediadas 

pelo reconhecimento de parentesco (Breed, 2014). 
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Vários trabalhos sugerem que seriam muitos os genes envolvidos no 

reconhecimento de parentesco (Uyenoyama, 1981; Grosberg e Quinn, 1986; Grafen, 1990; 

Rousset e Roze, 2007). Se os indivíduos se beneficiam em produzir marcas distintas, nós 

podemos esperar diferenças individuais herdáveis. Também podemos esperar que quando 

indivíduos se beneficiam da discriminação entre parentes e não parentes, essa variação 

herdável será selecionada (Jones e Ransome, 1993; Scherrer e Wilkinson, 1993; Blumstein 

et al., 2013). 

A presente tese corrobora que o reconhecimento de parentesco é herdável e é 

resultante da ação de vários locos (Capítulos 2 e 4). Além disso, que existem diversos 

compostos químicos na superfície de ovos e lagartas, que variam quantitativamente entre 

famílias, que teriam potencial de fazer parte do processo de reconhecimento (Capítulo 3). 

Essas marcas químicas poderiam constituir parte da informação utilizada no processo de 

reconhecimento, que também envolveria sua percepção, e posteriormente a ação tomada 

pelo indivíduo que percebeu essas marcas. 

Adultos de Heliconius se estabelecem em áreas onde permanecem pelo resto de 

suas vidas, após um breve período de dispersão, sendo que o período de maior dispersão 

ocorre antes da primeira captura, em experimentos de marcação-recaptura (Mallet, 1986). 

As populações, dessa forma, são unidades moderadamente sedentárias, de modo que os 

indivíduos se movimentam pouco, aparentemente como resultado do comportamento de 

home-range (Ramos e Freitas, 1999). Tal comportamento pode ser observado nas rotas de 

forrageio únicas dos indivíduos, que retornam diariamente para as plantas que fornecem 

néctar, pólen, locais para larvas, oviposição, cópula (Corrêa et al., 2001; De-Andrade e 

Freitas, 2005; Rios, 2013) e dormitórios (Brown Jr., 1981). Além disso, estimativas de 

endocruzamento em populações naturais dessa borboleta mostram um alto grau de 

parentesco entre os indivíduos de uma população (Di Mare e Araújo, 1986; Silva e Araújo, 

1994) (embora Mallet (1986) tenha encontrado resultados diferentes). Sabendo que a 

dispersão dos indivíduos dessa espécie é baixa, e que existe reconhecimento de parentesco, 

de modo que o canibalismo lagarta-ovo ocorre preferencialmente entre não parentes, é 

esperado que indivíduos aparentados acasalem, o que explicaria o alto grau de parentesco 

entre os indivíduos. Isso nos remeteu ao estudo das consequências que o endocruzamento 

pode ter, abordando variáveis diferentes das já avaliadas por Di Mare e Araújo (1986). 

Comparando H. erato com outro heliconíneo, Dryas iulia, o número de equivalentes letais 
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por gameta nesta última foi de 2,92 a 3,26 para sobrevivência, valores bem maiores do que 

os que encontrados para H. erato phyllis (já a estimativa do coeficiente de endocruzamento 

nas populações de D. iulia foi similar a H. erato) (Haag e Araújo, 1994). A estrutura 

populacional (tipo ilha), juntamente com o pequeno tamanho populacional facilitaria a 

remoção de alelos deletérios (Oliveira e Araújo, 1982; Haag e Araújo, 1994). Logo, as 

consequências do endocruzamento observadas em H. erato phyllis existem, mas não são 

tão severas, visto o número de equivalentes letais encontrados para as variáveis analisadas 

(Capítulo 5).  Em um nível populacional, o alto endocruzamento facilitaria a remoção de 

mutações deletérias (Silva e Araújo, 1994). O endocruzamento dentro das populações irá 

expor as mutações letais à seleção mais rapidamente do que em populações exocruzadas 

(Glémin et al., 2003; Mezmouk e Ross-Ibara, 2014), mas mutações fracamente deletérias 

podem ser mantidas em frequências moderadas, mesmo na presença de fluxo gênico entre 

as populações (Whitlock et al., 2000; Mezmouk e Ross-Ibara, 2014).  

Fischer et al. (2015), em estudo com  a borboleta tropical Bicyclus anynana, 

constataram que as fêmeas adultas discriminam parentes, e preferencialmente acasalam 

com não-parentes. Os autores sugerem que o reconhecimento de parentesco observado 

pode ser baseado em hidrocarbonetos cuticulares usados para auto-referenciamento. Não 

temos essa informação para Heliconius erato phyllis, mas em uma observação pontual nos 

viveiros, foi constatado que um macho, tendo a escolha entre acasalar com uma irmã e uma 

fêmea não-aparentada, acasalou com a irmã. Estudos seriam necessários para saber se 

existe esse reconhecimento entre adultos, mas, considerando que entre lagartas não é 

observada discriminação de parentesco (De Nardin et al. 2015), de modo que o sinal 

provavelmente está no córion, e que o coeficiente de endocruzamento nas populações é 

alto, a hipótese seria que não há reconhecimento entre adultos. 

O estudo apresentado no capítulo 3 consiste em uma primeira abordagem para 

compreender as potenciais marcas químicas usadas no reconhecimento de parentesco em 

H. erato phyllis. Sabemos que os compostos extraídos dependem do solvente orgânico 

usado. Aqui utilizamos o solvente apolar hexano, que entre os solventes testados 

(diclorometano e pentano), foi o que apresentou a mais eficiente extração. Para uma 

confirmação de que os compostos aqui extraídos de fato têm importância no 

reconhecimento de parentesco, testes comportamentais usando esses compostos seriam 

interessantes. Entretanto, muitos dos compostos que diferem entre famílias, e que portanto 
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teriam potencial para estarem envolvidos no reconhecimento de parentesco, não puderam 

ser identificados. Porém, as dificuldades aqui reportadas não são exclusivas do presente 

trabalho.  Muitos estudos que tratam da função dos hidrocarbonetos cuticulares como 

semioquímicos compartilham o problema geral que eles são meramente correlativos, isto é, 

eles concluem atividade comportamental dos hidrocarbonetos a partir da presença 

aparentemente exclusiva nos extratos bioativos de insetos (Kühbandner et al., 2012). 

Apesar da importância crítica em mediar comportamentos em insetos, nós ainda sabemos 

pouco sobre os papéis e mecanismos dos compostos cuticulares como moléculas 

sinalizadoras, em parte porque não é imediatamente óbvio como sinais podem ser 

manipulados e explorados pelos insetos. Mesmo para as poucas espécies em que isso foi 

examinado em mais detalhe, há algumas lacunas no conhecimento, devido a alguns fatores 

como que quase todos os estudos usam cromatografia gasosa para analisar extratos 

lipídicos, usando as condições padrão que permitem compostos de em torno de 40 

carbonos (C40) sejam detectados (Millar, 2010). Frequentemente negligencia-se que tais 

extratos possam conter outros compostos que poderiam contribuir com a atividade 

comportamental que não são detectados pelos métodos-padrão de GC-MS (Gas 

chromatography–mass spectrometry) (Millar, 2010). Tal classe de compostos é 

representada, por exemplo, pelos triacilgliceróis (Kühbandner et al., 2012). Apesar de a 

maioria dos trabalhos utilizarem GC-MS, nossa análise foi feita por GC-FID (Gas 

chromatography–flame ionization detector), pois, segundo Grob (1995), GC-FID tem mais 

sensibilidade que GC-MS mesmo no modo Single Ion Monitoring (SIM). Utilizamos GC-

MS posteriormente somente como uma tentativa de identificar os compostos. Além disso, a 

maioria dos estudos simplesmente lista os compostos presentes nos extratos, e em alguns 

casos compara o perfil de diferentes estágios do desenvolvimento, populações ou espécies. 

Poucos estudos fracionam os extratos para identificar compostos ativos biologicamente 

específicos, e então seguem a reconstrução de misturas a partir de compostos sintéticos pra 

verificar bioatividade (Millar, 2010). Mesmo em estudos que têm demonstrado a atividade 

comportamental a partir de hidrocarbonetos cuticulares purificados, a importância de 

compostos individuais ou classes de compostos tem frequentemente permanecido obscura 

(Sullivan, 2002; Steiner et al., 2006; Ruther et al., 2011). Não é totalmente compreendido 

se um conjunto de hidrocarbonetos cuticulares é percebido como um todo, ou se 

compostos-chave únicos são suficientes sozinhos ou em combinação para elicitar uma 
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resposta comportamental completa (Ginzel et al. 2003; Sugeno et al. 2006; Lacey et al. 

2008; Silk et al. 2009). Kühbandner et al. (2012) mostraram que o 3-MeC27 é um 

componente-chave dos feromônios de contato sexuais que, entretanto, dispara o 

comportamento de cortejo somente se um background olfatório de outros lipídios 

cuticulares está presente. A identificação de compostos-chave presumidos nos perfis de 

hidrocarbonetos cuticulares é frequentemente prejudicada pela complexidade desses perfis, 

a falta de compostos de referência sintéticos, e o fato que muitos hidrocarbonetos são 

metil-ramificados e então quirais (Millar, 2010; Hefetz et al., 2010). Até agora, 

enantiômeros de metil-alcanos de cadeia longa não podem ser separados com ferramentas 

analíticas, e então a composição enantiomérica desses produtos naturais ainda permanece 

uma questão em aberto (Millar 2010; Hefetz et al. 2010). Consequentemente, embora 

hidrocarbonetos cuticulares metil-ramificados tenham sido identificados como feromônios 

de contato em algumas espécies (Ginzel et al., 2003; Sugeno et al., 2006; Lacey et al., 

2008; Sink et al., 2009), é desconhecido se os insetos respondem aos compostos 

esteroseletivamente (Hefetz et al., 2010), como no caso de muitos feromônios voláteis de 

insetos (Mori, 2007; Kühbandner et al., 2012). Apesar dessas dificuldades, consideramos 

que os dados apresentados no Capítulo 3 constituem um primeiro passo importante na 

elucidação das marcas químicas envolvidas no reconhecimento de parentesco. 

Questões que têm fascinado os geneticistas evolutivos no último século incluem: 

“Quantos genes determinam a variação genética quantitativa?”, “Os genes principais 

(aqueles que individualmente explicam uma grande proporção da variância fenotípica) são 

comuns?”, “Genes individuais explicam a variação em diversas características 

(pleiotropia)?”, “São os mesmos genes responsáveis pela variação através de populações, 

ou mesmo através de espécies?”, “A ação gênica depende do ambiente?”, “Quais são os 

genes responsáveis pela variação fenotípica, adaptação e especiação?”, “Quais são as 

forças evolutivas que mantém a variação genética?” (Barton e Turelli, 1989; Slate, 2005). 

Essas perguntas nos dão uma ideia de quão complexos são os estudos em genética 

quantitativa, reforçando que os resultados aqui obtidos são apenas iniciais, mas ainda assim 

importantes. 

Usar um grande número de marcadores é essencial para aumentar as possibilidades 

de atingir regiões genômicas ou proximamente ligadas, causativamente associadas com a 

característica fenotípica sob consideração (Herrera et al., 2012). Aqui utilizamos um 
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número razoável para uma primeira abordagem, mas certamente mais marcadores seriam 

necessários, principalmente mais microssatélites, para uma melhor compreensão de onde 

(em quais cromossomos) estão os locos associados aos comportamentos avaliados. Isso 

seria de bastante importância para uma futura construção de um mapa de ligação, para 

fazer de fato o mapeamento dos locos de características quantitativas, e enriquecer regiões 

de interesse com mais marcadores. Uma limitação da análise de um único marcador 

utilizada nesta tese é que ela falha em fornecer a localização precisa do QTL, ou a 

frequência de recombinação entre o marcador e o QTL. Isso ocorre porque o efeito do QTL 

e sua localização são confundidos, ou são incapazes de serem estimados separadamente 

(Doerge, 2002). Assim, o que fizemos neste trabalho foi apenas uma busca preliminar de 

possíveis associações entre genótipo e fenótipo, e não propriamente o mapeamento dos 

QTLs, já que para isso seria necessária uma única população segregante, originada de um 

cruzamento entre indivíduos de fenótipos contrastantes, e com uma prole bastante 

numerosa, de no mínimo de 50 a 250 indivíduos para um mapeamento preliminar (Collard 

et al., 2005), o que não foi possível aqui. Para o posicionamento correto dos locos em um 

mapa de ligação em Lepidoptera é necessário considerar que o crossing over entre 

cromossomos homólogos ocorre durante a meiose e formação de gametas em machos, mas 

não em fêmeas (Turner e Sheppard, 1975; Baxter et al., 2009). Cada cromossomo derivado 

de fêmea permanece intacto em sua prole, com todos os genes e marcadores no mesmo 

cromossomo, completamente ligados. Cruzamentos entre diferentes características 

fenotípicas possibilitam a segregação da característica de interesse. Além disso, outra 

consideração importante é usar experimentos de acasalamento de um único casal (single-

pair mating), visto que pode ser extremamente difícil determinar os padrões de segregação 

onde muitos cruzamentos estão envolvidos (Baxter et al., 2009). 

Existem mapas de ligação já feitos para Heliconius melpomene (Jiggins et al., 

2005) e Heliconius erato (Tobler et al., 2005; Kapan et al., 2006). Através desses 

trabalhos, foi possível estipular o tamanho do genoma dessas espécies, que possuem 21 

cromossomos: 1616 cM para H. melpomene e 292 Mb (Jiggins et al., 2005), e 2400 cM e 

395 Mb para H. erato (Tobler et al., 2005).  Entretanto, todos adotam a metodologia de 

usar um cruzamento entre indivíduos contrastantes para a característica avaliada (entre 

subespécies ou mesmo espécies diferentes), e avaliam uma grande prole, com mais de 70 

indivíduos, obtida a partir desse cruzamento. Aqui isso não foi possível por inúmeras 
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razões: (i) ao delineamento amostral adotado: a detecção do fenótipo depende de testes de 

canibalismo, que usa três ovos para cada teste, onde muitos ovos são canibalizados, logo 

nem toda prole gerada pela borboleta chegará à fase adulta; (ii) a anulação de inúmeros  

testes, seja por dúvida quanto a detecção do canibalismo, ultrapassagem do tempo 

estipulado para a duração do teste e ovos que secaram durante a realização do teste; (iii) 

muitas fêmeas morreram precocemente; (iv) muitas fêmeas não colocam muitos ovos; (v) 

mortalidade dos imaturos. É importante destacar que todos os mapas de ligação são únicos 

e produto da população de mapeamento utilizada (derivada de dois pais específicos) e dos 

tipos de marcadores usados (Collard et al., 2005). Mesmo que aqui não tenha sido feito um 

mapa de ligação, e tenham sido usados diversos cruzamentos, entre indivíduos de diversas 

populações, não podemos afirmar que todas as associações aqui encontradas 

necessariamente serão observadas em outros indivíduos, de outras populações avaliadas. 

O número de vezes que genes individuais têm sido identificados seguindo estudos 

de mapeamento de QTL permanece pequeno. De fato, Roff (2007) lista 15 exemplos de 

características quantitativas nas quais um único gene tem efeito principal e sua base 

molecular foi estudada, e ele destaca que esse número é modesto relativo ao esforço 

investido em estudos de QTL. Quando associações estatisticamente significativas entre 

características quantitativas complexas e marcadores moleculares são identificadas, as 

regiões genômicas são usualmente tão grandes que experimentos subsequentes são 

frequentemente caros. Além disso, um subconjunto de genes que se acredita contribuírem 

para a variação tem frequentemente fornecido uma porcentagem limitada da variação total 

associada com a característica (Doerge, 2002). Identificar os locos atuais que afetam uma 

característica quantitativa envolve demonstrar causalidade usando técnicas como clonagem 

posicional seguida pela troca do gene alvo. Frequentemente, a busca por genes individuais 

dentro de um QTL é auxiliada pela identificação de genes candidatos a priori usando 

genética clássica reversa ou bioinformática. Uma relação funcional entre um gene 

candidato e o QTL deve então ser demonstrada, como por usar complementação funcional 

(a adição de DNA complementar tipo-selvagem do gene em questão dentro do núcleo para 

resgatar uma mutação perda-de-função ou para produzir um fenótipo alternativo). Outras 

técnicas, como mapeamento de deleção são disponíveis para organismos específicos, 

incluindo Drosophila (Mackay, 2001) (Miles e Wayne, 2008). 
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A genômica tem trazido um novo nível de esperança para desenredar os segredos 

das características complexas. Sequências genômicas tem o potencial de fornecer uma lista 

compreensiva de genes em um organismo. Abordagens genômicas funcionais podem ser 

usadas para gerar informação sobre a função gênica, bem como dados sobre as interações 

gênicas, não apenas entre e dentro de genes complexos, mas também em resposta a 

estímulos ambientais (Doerge, 2002). Abordagens genômicas enfatizam a natureza 

dinâmica do genoma, correlacionando padrões de expressão do gene, não apenas variação 

alélica, com o fenótipo comportamental. Essa perspectiva enfatiza o fato que o genoma, 

como o comportamento, é tanto herdável como ambientalmente responsivo (Flint, 2003; 

Robinson, 2004; Mackay et al., 2005). A genômica tem as ferramentas para sequenciar ou 

medir a expressão de milhares de genes simultaneamente, o que dá aos pesquisadores a 

capacidade de experimentalmente considerar o fato já conhecido de que comportamentos 

frequentemente envolvem muitos genes de pequeno efeito que interagem em vias 

complexas (Sokolowski, 2001; Flint, 2003; Robinson et al., 2008; Kültz et al., 2013). 

Esses avanços, com a expansão de recursos genômicos para organismos não-modelo, cria 

uma oportunidade para ecólogos comportamentais aplicarem a perspectiva genômica para 

suas questões de pesquisa (Rittschof e Robinson, 2014). 

Em uma busca por genes candidatos envolvidos no altruísmo e no reconhecimento 

de parentesco em Heliconius erato phyllis, seria importante estudar-se, inicialmente, os 

genes responsáveis pela produção das marcas químicas, como hidrocarbonetos, bem como 

os genes responsáveis pela recepção desses sinais. Insetos sociais, especialmente formigas, 

abelhas e vespas, são bastante estudados com relação a este aspecto. Formigas 

(Pogonomyrmex  barbatus, Linepithema  humile, Harpegnathos saltator e Camponotus 

floridanus) possuem de 300 a mais de 400 receptores de odor (Ors), abelhas Apis melifera 

contém 174 genes Or e a vespa Nasonia vitripennis tem 301 genes Or. Receptores 

gustatórios (Grs), que são bastante usados para quimiorrecepção, são também muito 

diversos e podem ancorar genes que são usados para detecção de marcas de 

reconhecimento de colônias. Em Drosophila, por exemplo, Grs têm sido relacionados à 

detecção de hidrocarbonetos de fêmeas por moscas machos durante o cortejo. Ainda 

existem os receptores quimiosenssoriais, relacionados a receptores de glutamato 

ionotrópico (‘ionotropic receptors’; IRs), que são uma terceira família de genes que podem 

incluir quimiorreceptores para marcas de reconhecimento. A família do gene IR é antiga, 
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visto que os genes IR estão distribuídos através de uma ampla gama de animais nos 

Protostomia (incluindo moluscos e nematódeos). Diferente dos Ors e Grs, IRs são canais 

iônicos de abertura ativada por ligante, que funcionam como quimiorreceptores 

transmembrana. Entretanto, como visto em ORs e GRs, IRs são mais abundantes em 

formigas (23-32 genes) do que Apis ou Nasonia (10 genes IR em ambos) (revisado por 

Tsutsui, 2003). A busca por essas informações em Lepidoptera e especificamente em 

Heliconius erato phyllis, utilizando ferramentas de bioinformática e o genoma disponível 

(The Heliconius Genome Consortium 2012), constituiriam um próximo passo para o 

estudo aqui realizado. 
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