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RESUMO

O género Drosophila é composto, tradicionalmente, por 15 subgéneros e mais de
1.400 espécies, perfazendo, sozinho, quase metade das espécies da familia Drosophilidae.
Esta diversidade, entretanto, a0 mesmo tempo que fornece inUmeras oportunidades de
investigacdo acerca de padrdes evolutivos, impde uma série de desafios taxonémicos e
filogenéticos. De modo geral, pode-se dizer que a sistematica do género Drosophila ainda
permanece, na maior parte dos casos, bastante controversa e incompleta, apesar de sua
importancia na elucidacdo da histdria evolutiva de inimeros processos bioldgicos ja
evidenciados e caracterizados para o grupo. Este quadro é, ainda, agravado pela certa
escassez de estudos moleculares direcionados a resolucdo filogenética de seus
representantes Neotropicais, pertencentes, principalmente, ao subgénero Drosophila.
Visando suprir algumas destas deficiéncias, realizou-se, neste trabalho, a analise
filogenética de parte da regido codificante do gene nuclear Amd (alfa metil-dopa) para um
total de 49 espécies, representantes, em sua maioria, das radiagdes immigrans-tripunctata e
virilis-repleta do subgénero Drosophila. Trata-se, portanto, da primeira abordagem
molecular para muitas das espécies consideradas. Entre os resultados obtidos, destaca-se a
corroboracdo de uma série de hipoteses de parafilia dentro da familia Drosophilidae, entre
as quais a do préprio género e do subgénero Drosophila. Novos estudos sdo, entretanto,
necessarios para o estabelecimento de um panorama mais concreto da filogenia destas
espéecies e, caso alguns dos resultados aqui apresentados se confirmem, uma revisdo

taxondmica tornar-se-a, possivelmente, indispensavel.
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ABSTRACT

The Drosophila genus is traditionaly composed of 15 subgenus and more than
1.400 species, performing, alone, about half of the Drosophilidae family species. However,
at the same time that this diversity provides numberless opportunities of investigation,
concerning patterns of evolution for example, it imposes a set of taxonomic and
phylogenetic challenges. Usually, we can say that the systematics of the Drosophila genus
still remain fully controverse and incomplete, despite its importance on the elucidation of
the evolutive history of numberless biological processes already known and characterized
for the group. This picture is still worse given the scarcity of molecular studies seeking to
resolve the phylogenetic relationships of the Neotropical members of the Drosophila
subgenus. Aiming to supply some of these deficiencies we accomplished, in this work, the
phylogenetic analysis of 513 base pairs of the codificant region of the Amd (alpha methil-
dopa) nuclear gene, for a whole of 49 taxa, mainly of which, are representatives of
immigrans-tripunctata and virilis-repleta radiations of the Drosophila subgenus. Hence,
this is the first molecular approach for a lot of the species here considered. Among the
obtained results, we emphasize the corroboration of a set of hypothesis concerning
merophyly inside de Drosophilidae family, among which we point out the paraphyletic
status presented by the Drosophila genus and subgenus. We also corroborated many of
Throckmorton (1975) radiations, as is the case for the immigrans-Hirtodrosophila,
tripunctata, virilis-repleta and repleta radiations. Nevertheless, new studies are necessary
to definitively establish the Drosophila subgenus phylogeny, and if some of the results
here presented will come to be confirmed, a taxonomic revision of Drosophilidae will,

certainly, become indispensable.
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| A SISTEMATICA FILOGENETICA

A aceitacdo da Teoria da Evolucdo proposta por Charles Darwin em 1859 levou a
compreensdo de que, subjacente a diversidade e aos padrdes de ocorréncia fenotipica, o
fluxo genealdgico conecta os organismos em diferentes escalas (DiNiz-FiLHO, 2000). Com
isso tem-se que, na maior parte das vezes, a expressdo de um determinado carater reflete,
em maior ou menor grau, as relacBes de parentesco entre as espécies. Paradoxalmente,
entretanto, durante muito tempo ainda, o uso destas relacdes na obtencdo de uma
classificacdo hierarquica, consistente e Unica dos organismos permaneceu na obscuridade.
A classificacdo bioldgica continuava estruturada segundo as bases aristotélicas, seguidas
por Linnaeus, sendo erigida com base em critérios simples de grau de semelhanca
(AMORIM, 1997).

Foi apenas em 1950 que HENNIG desenvolveu os procedimentos basicos para a
reconstrucdo da histdria evolutiva entre grupos de organismos, contribuindo decisivamente
para a criacdo de uma nova escola taxonémica, a “Sistematica Filogenética”, também
conhecida como “Andlise Cladistica”. Dentre os conceitos essenciais adotados por esta
nova Escola, destaca-se a compreensdo adequada do termo “homologia”, como uma
referéncia a estruturas, semelhantes ou ndo, encontradas em individuos diferentes e
derivadas, muitas vezes com modificacOes, a partir de seu ancestral comum mais recente.
A inferéncia de homologia deve ser feita a partir de comparacdes de ordem morfoldgica,
topoldgica e/ou ontoldgica entre as estruturas apresentadas pelos grupos envolvidos, ou
ainda, através da analise de filogenias dos mesmos (AMORIM, 1997). A partir desta nogédo
inicial, pode-se propor a “série de transfomacdo” que a estrutura sofreu, tornando-se
sucessivamente mais derivada, sendo que a condicao pré-existente de uma estrutura que foi
modificada em uma condicdo nova foi chamada de “plesiomorfia” por HENNIG (1966),
enguanto que a condicdo mais recente de uma estrutura, surgida por modificacdo de uma
condigéo anterior foi chamada de “apomorfia”. Essa ordem de transfomacgfes pode ser
linear (quando as séries sdo restritas a apenas duas condi¢Ges ou mais de duas condi¢des
sucessivamente apomorficas) ou ramificada (quando as condi¢des apomorficas originaram-
se independentemente a partir da mesma condicdo plesiomdrfica original) (MiYAKI et al.,
2001). O compartilhamento de estados plesiomdrficos e apomorficos sdo denominados,

respectivamente, “simplesiomorfias” e *“sinapomorfias”; neste sentido, *“autapomorfias”
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sdo caracteres apomorficos para um unico ramo terminal em um cladograma e
“arqueomorfias” sdo condi¢bes apomorficas presentes em um grupo, mas que Sao
sinapomorficas para um grupo mais amplo que aquele em foco (AMORIM, 1997).

Segundo HENNIG, a andlise dos padrdes de diferenciagdo interespecifica, em que
descendentes compartilham condi¢des apomorficas derivadas de caracteres plesiomdrficos
ancestrais, poderia refletir de modo inequivoco as relagdes de parentesco entre 0s grupos
classificados. E é exatamente essa a esséncia do método filogenético: sinapomorfias como
indicios de ancestralidade comum exclusiva, e consequentemente, de monofilia. HENNIG
ainda propde que as classificagdes biologicas deveriam constituir-se de uma expressao
literal do conhecimento acumulado até entdo sobre as relagdes evolutivas entre 0s grupos,
sendo que qualquer tadxon estabelecido deveria apresentar uma origem estritamente
monofilética.

Entretanto, a cladistica somente passou a ser a escola taxondmica dominante a
partir de 1980, permanecendo pouco difundida no mundo cientifico nos primeiros anos de
sua existéncia (DINIz-FILHO, 2000). Neste periodo houve muita controvérsia acerca de qual
o Sistema de Classificagdo mais apropriado, sendo que por fim tanto adeptos da Escola
Tradicional (que entendem que ndo deve haver um substrato filosofico subjacente a
atividade classificatdria) quanto feneticistas (que defendem que o Sistema de Classificacéo
deve resultar da analise quantitativa de um grande numero de caracteres cuja media de
semelhanca total leva a reunido ou separacdo de tdxons) e gradistas (que entendem que o
Sistema de Classificacdo deve ser construido para expressar os grados da evolucdo dos
grupos) acabaram por perder esta batalha (AMORIM, 1997).

De um modo geral, a Sistematica Filogenética é o campo da Biologia Evolutiva
com origem e aplicacdo interdisciplinar que visa, além da classificacdo e organizacdao do
conhecimento sobre a diversidade bioldgica, a partir das relagdes historicas entre os
organismos, o entendimento da evolucdo e dos padrdes de variacdo de caracteres
morfologicos, fisiologicos, ecoldgicos, comportamentais, citogenéticos e moleculares
(Mivaki et al., 2001). Segundo FUTUYMA (1997) a Sistematica Filogenética fornece ainda
subsidios para a anéalise, interpretacdo e resolucdo de uma série de indagacgdes
caracteristicas da Biologia, uma vez que, mesmo os fendmenos biologicos atuais séo
produtos do processo evolutivo, nos quais os eventos passados determinaram a situacdo

atual. Neste sentido, o uso de filogenias interespecificas pode auxiliar no estudo de topicos
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como especiacdo, biogeografia, hibridizacdo, etc. (HiLLis et al., 1996). Hipodteses
filogenéticas podem ser convertidas, ainda, em informacGes tecnicamente importantes
(AMORIM, 1997). Assim, por exemplo a descoberta do nivel de surgimento de uma
determinada caracteristica humana fornece subsidios importantes para questdes relativas a
testes de reacdo em espécies semelhantes, ou até decisbes referentes a transplantes de
Orgdos entre espécies. Mais do que isto, a confirmacdo da hipotese de monofiletismo para
um grupo de parasitas pode levar a descoberta de sinapomorfias que podem ser alvo de
acOes farmacoldgicas eficazes contra todo o grupo. Assim, o método filogenético oferece
maltiplas possibilidades, todas elas fundamentais para o completo entendimento da

evolucéo biologica.
1 Filogenias

As Filogenias sdo diagramas que representam a historia evolutiva dos organismos
(MiyAki et al., 2001), expressando, portanto, as relacdes de ancestralidade entre os grupos
analisados. Embora alguns autores ignorem divergéncias conceituais, AMORIM (1997)
defende que, tecnicamente, existem diferencas importantes entre dendrogramas, filogenias,
cladogramas e arvores filogenéticas. Segundo ele, “dendrograma” € qualquer diagrama
ramificado que conecte elementos. Desta forma, a “filogenia”, de modo geral, é um
dendrograma cujos elementos s@o taxons e cujas conexdes indicam ancestralidade comum
exclusiva. Neste contexto, o “cladograma” € uma filogenia que expressa relacdes
filogenéticas apenas entre tdxons terminais, sem incluir indicagdes de espécies ancestrais,
enquanto que a “arvore filogenética” é uma filogenia que expressa relacdes filogenéticas
tanto entre taxons terminais, quanto entre espécies ancestrais e espécies descendentes. Com
isso tem-se que, se os cladogramas incluem como taxons terminais apenas grupos recentes,
sdo topologicamente idénticos as suas arvores filogenéticas correspondentes; entretanto, se
incluem espécies-fosseis entre os tdxons terminais, as mesmas podem ser posicionadas
como ancestrais em uma arvore filogenética do mesmo grupo, desde que nao apresentem
qualquer autapomorfia contraditéria. AMORIM introduz ainda a expressdo ‘“‘cenario
evolutivo” para filogenias mais complexas, que contém informagdes sobre idade absoluta
dos taxons, distribuicdo das espécies ancestrais, bem como outros dados adicionais.

Segundo Miyaki et al. (2001), graficamente, uma Filogenia consiste de nos
(internos e terminais) ligados por ramos (internos e periféricos), de forma que, enquanto 0s

nos terminais apresentam os tdxons sobre o0s quais se busca inferir as relagdes filogenéticas
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(também chamadas OTU’s — Operational Taxonomic Units), 0s nds internos representam o
ancestral comum mais recente desses taxons. Filogenias bem resolvidas séo tipicamente
dicotdbmicas — apresentando, para cada no6 interno, um ramo que chega e dois ramos que
partem. Quando ocorrem politomias, elas geralmente refletem ligagcbes ndo resolvidas
devido a incapacidade do método e/ou algoritmo utilizado, embora as vezes possa ser
resultado de eventos de especia¢do multipla (DiNIz-FiLHO, 2000).

Em qualquer filogenia, aqueles grupos que apresentam um ancestral comum mais
préximo entre si do que com os outros clados sdo chamados “grupos-irmdos”. Os clados
representam “grupos monofiléticos”, também chamados “holofiléticos”, que sdo definidos
como um conjunto de organismos que apresentam um ancestral comum exclusivo
(incluindo tanto o tdxon ancestral quanto todos os seus descendentes). Grupos ndo-
monofiléticos podem ser chamados de “merofiléticos”, sendo que este termo inclui dois
conceitos subjacentes: o de grupos “parafiléticos”, que apresentam um Unico ancestral
comum ndo exclusivo (ha espécies descendentes deste mesmo ancestral que ndo estdo
incluidas no grupo) e o de grupos polifiléticos, que redinem representantes de dois ou mais
grupos monofiléticos. (AMORIM, 1997; FUTUYMA, 1997; MIYAKI et al., 2001)

De modo geral, segundo SWOFFORD et al. (1996), arvores totalmente dicotdmicas,

enraizadas ou ndo-enraizadas, apresentam, tipicamente, as seguintes caracteristicas:

Nao-enraizada Enraizada
NUmero de nés terminais T T
NUmero de nés internos T-2 T-1
NUmero de ramos 2T -3 2T -2
Numero de diferentes filogenias possiveis N= (2T - 3)! N= (2T - 5)!
2T 4T -2)! 2T 3T -23)!

Onde: T =nlmero de OTU’s

1.1 A importancia dos grupos externos

Partindo-se da premissa de que a raiz da Filogenia representa a espécie ancestral de
todo o grupo que se busca analisar (0 grupo interno ou ingroup), uma Arvore Filogenética
pode ser apresentada de forma enraizada ou ndo-enraizada. As relagdes de parentesco entre
as espécies, que caracterizam a topologia das ligacdes, podem ser inferidas em ambos os
casos, entretanto, o sentido temporal da evolucdo pode ser atribuido apenas a uma arvore
enraizada (MiYAKI et al., 2001). Para a adigdo de uma raiz a Filogenia, é necesséria a

inclusdo de um grupo externo (ou outgroup) na analise. Este grupo externo deve ser uma
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OTU proxima, mas que necessariamente divergiu antes do processo de divergéncia do
grupo interno.

O grupo externo costuma ainda contribuir na definicdo das condi¢bes
plesiomérficas para o grupo analisado, permitindo a polarizacdo dos estados dos caracteres
e 0 estabelecimento da direcdo das modificacdes evolutivas, ou seja, a série de
transformacéo do caracter. Esta afirmacdo parte do pressuposto de que, se uma condi¢éo €
apomorfica dentro de um grupo, entdo ela surgiu necessariamente depois da origem deste
grupo. Na base da evolucao do grupo, o que existia era a condi¢do plesiomorfica, herdada
de niveis ainda anteriores. As espécies atuais descendentes desses niveis anteriores que ndo
fazem parte do grupo interno devem, portanto, apresentar a condi¢do plesiomorfica
daquela série de transformacdo (mas podem e devem conter apomorfias de outras séries de
transformacéo) (AMORIM, 1997).

Este método foi proposto originalmente por HENNIG (1966), tendo sido
gradualmente aperfeicoado. Entretanto, € recomendada muita cautela em sua utilizacéo,
principalmente no que se refere a fundamental monofilia do grupo-interno. Caso esta
premissa fundamental ndo seja seguida, ocorre um acumulo de dados inconsistentes e
incongruentes (AMORIM, 1997). Segundo o mesmo autor, na maioria das vezes o0 grupo-
irmdo é o grupo-externo que fornece dados mais aproveitaveis para a analise de
polarizacdo de caracteres, uma vez que é o mais comparavel. Entretanto, qualquer outro
grupo pode ser utilizado como grupo externo. Na verdade, recomenda-se a inclusédo de
varios grupos externos em estudos filogenéticos, de modo a evitar que homoplasias em um
dos grupos externos resultem em interpretacdes equivocadas sobre a evolucdo de
caracteres no grupo interno (MiyAki et al., 2001). Afinal, de acordo com a ordem de
transformac&o evolutiva aceita, sdo impostas restricdes a construgdo da arvore filogenética
final.

Quando a andlise do grupo-externo ndo fornece indicios concretos da série de
transformacdo para uma caracteristica qualquer, algumas alternativas plausiveis,
apresentadas por AMORIM (1997), podem ser utilizadas. O procedimento de “otimizagao”,
por exemplo, pode ser aplicado em casos de ocorréncia de variagdo semelhante dentro e
fora de um grupo sabidamente monofilético. Esta op¢do, embasada no principio de maxima
parcimonia, busca otimizar a distribuicdo de caracteres dentro de uma filogenia com um

nivel mais abrangente (que inclui também as relagbes entre 0s grupos externos),
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possibilitando a inferéncia da condicdo plesiomdrfica mais provavel para o grupo-interno.
Outra alternativa importante sdo os “grupos-externos funcionais”, que fornecem solucdes
ao problema de polarizacdo de um carater qualquer a partir da reconstrucdo inicial de
alguns niveis da filogenia com base em outros caracteres. Neste caso, a polarizagdo
depende mais uma vez da comparacdo de grupos-externos a um grupo monofilético, mas
agora estando ambos situados dentro do grupo de estudo.

A analise dos dados pode ainda ser feita seguindo um critério ndo-ordenado, em
que, na auséncia de informacdes adicionais, todas as sequéncias entre as condigdes
conhecidas sdo aceitas (MiYAKI et al., 2001). Entretanto, este critério deve ser utilizado
com cautela, uma vez que, em algumas situacdes pode permitir series de transformagéo
muito pouco provaveis (AMORIM, 1997).

Na inferéncia de filogenias moleculares, como sera visto mais detalhadamente a
seguir, 0s grupos-externos possuem uma utilidade maior no enraizamento das arvores
reconstruidas (SWOFFORD et al., 1996). Isto ocorre porque, principalmente no caso de
sequéncias de nucleotideos, torna-se bastante arriscado admitir um determinado estado
como plesiomorfico ou apomorfico em um sitio qualquer, pois isto implicaria em auséncia
de evolucdo nesse sitio a partir do ancestral comum até os seus representantes atuais
(MiyAki et al., 2001). Assim, quando os métodos de reconstrucéo filogenética produzem
topologias ndo-enraizadas, a posicao do grupo-externo pode definir a raiz da filogenia com
respeito ao grupo-interno. Alternativamente, segundo SwoFFORD et al. (1996), quando
uma uniformidade de taxas evolutivas é assumida, a raiz pode ser situada na metade do
ramo que conecta as duas OTU’s mais divergentes, estratégia esta conhecida como
“enraizamento no ponto médio” ou midpoint-rooting. Este método assume, entretanto, que
estes taxa mais divergentes evoluem a taxas iguais, o que pode néo ser verdadeiro.

TARRIO et al. (2000) destacam, entretanto, que o enraizamento €, frequentemente, a
etapa mais precaria em qualquer reconstrucdo filogenética. Isto porque, o(s) grupo(s)-
externo(s) podem causar problemas na designacdo da filogenia correta quando o outgroup
adotado for muito extremo ou quando este apresentar diferengas, em relagdo ao grupo-
interno, quanto aos processos de substituicdo nucleotidica. DESALLE (1992a) afirma que,
no primeiro caso, se 0 grupo-externo adotado for muito distantemente relacionado ao
grupo-interno (devido a um longo tempo de divergéncia ou a ocorréncia de taxas

evolutivas aceleradas), além da ocorréncia do fendmeno conhecido como “atracdo de
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ramos longos”, o comprimento dos ramos do grupo-interno tornam-se excessivamente
longos quando relacionados ao grupo-externo. Este viés, causado pela alta freqliéncia de
homoplasias ocorrendo em sitios pouco restritos funcionalmente, pode ser combatido pelo
emprego de métodos de reconstru¢do que levem em conta a variagdo na taxa de
substituicdo apresentada pelos diferentes sitios presentes nas seqiéncias. Entretanto, é
preciso ter cuidado na remocéao ou consideracdo desigual de determinados sitios, uma vez
que isso pode acarretar a perda de informacdes filogenéticas importantes.

Além disso, outro cendrio que traz complicagdes no enraizamento filogenético
envolve casos em que 0s grupos-externos divergiram em sua constituicdo nucleotidica com
relacdo ao grupo-interno (TARRIO et al., 2000). Isto pode levar a uma grande instabilidade
no posicionamento da raiz, dependendo dos critérios de reconstrucdo adotados, sendo que,
muitas vezes, modelos mais simples podem superar modelos mais realisticos na inferéncia
da arvore verdadeira. Neste caso, segundo TARRIO et al. (2000), uma corre¢do que relaxe a
hipdtese estacionaria de constancia nas freqiiéncias de nucleotideos, pode fornecer o
modelo evolutivo mais adequado. De qualquer forma, é importante que, quando possivel,

grupos-externos com composic¢ao nucleotidica similar ao grupo-interno sejam adotados.

1.2 Taxas Evolutivas

Muitas filogenias apresentam ainda o comprimento dos ramos, que pode ser
expresso em tempo real (milhdes de anos, por exemplo) ou relativo (dado por distancias
genéticas) (DiNiz-FiLHO, 2000). Entretanto, segundo PEREIRA et al. (2001), estas
atribuicdes estdo geralmente embasadas em um reldgio molecular atuante, ou seja, taxas

evolutivas semelhantes entre as linhagens, de forma que devem ser utilizadas com cautela.
2 Dificuldades da Inferéncia Filogenética

O conhecimento filogenético ndo é estavel, ele evolui. Apesar de apresentar como
ponto de referéncia a tentativa de reconstruir uma histéria Unica, as hipoteses filogenéticas
ndo podem ser provadas com certeza absoluta. Pelo contrario, elas sdo constantemente
modificadas e aperfeicoadas, ndo apenas devido a expansdo da base de dados sobre o
grupo (pela introdugdo de novas espécies ou caracteres) mas também por uma
reinterpretacdo dos dados disponiveis. Assim, cladogramas s&o, essencialmente,
inferéncias em permanente transformacao, que aproximam-se da verdade a medida que o

conhecimento da diversidade bioldgica de taxons aumenta (AMORIM, 1997). Entretanto, €
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preciso ter em mente que as filogenias sdo conjuntos de suposi¢des, de forma que cada
hipdtese individual pode ser correta ou ndo e a alteracdo de uma delas ndo invalida,
necessariamente, as demais.

Dois processos podem ser apontados como 0s principais responsaveis pelo
acréscimo de dificuldades na inferéncia de filogenias: a variacdo nas taxas evolutivas e as
homoplasias. Entretanto, & importante notar que estes fatores nao atribuem limitacfes aos
principios de Sistematica Filogenética, apenas imp&em dificuldades que diferentes

métodos buscam superar.

2.1 Variagdo em taxas evolutivas

Se cada linhagem divergisse das demais numa taxa constante, o grau de diferenca
entre duas OTU’s quaisquer seria diretamente proporcional ao tempo transcorrido desde
sua divergéncia. Assim, a filogenia poderia ser inferida a partir do grau total de diferencas
entre os grupos. Entretanto, devido a variagcbes no tamanho populacional e na amplitude
das pressdes seletivas, muitas vezes taxas inconstantes de evolucdo estdo atuando, o que
vém afetar a correspondéncia entre a diferenca observada e o tempo de divergéncia. Na
verdade, além de diferengas nas taxas de evolucdo entre linhagens, freqlientemente
observa-se uma inconstancia temporal e espacial de taxas evolutivas dentro de uma mesma
linhagem. Até mesmo dentro da linhagem, diferentes caracteristicas apresentam taxas
evolutivas adversas, 0 que caracteriza a “evolucdo em mosaico”. (FUTUYMA, 1997)

Além de afetar as relagdes inferidas dentro do grupo de interesse, como ja visto
anteriormente, estas diferencas podem influienciar no comprimento dos ramos

apresentados na filogenia.

2.2 Homoplasias

O termo *“homoplasia” refere-se a casos de semelhanga adquirida
independentemente na evolucdo de um grupo. Com isso, dois ou mais grupos apresentam
uma mesma condicdo apomorfica, sendo que sua espécie ancestral comum mais recente
ndo portava esta condi¢cdo. As homoplasias podem surgir de trés maneiras distintas: (1) em
duas espécies proximas, uma mesma condicdo plesiomorfica € alterada gerando condigdes
apomorficas semelhantes, o que se constitui em um evento de “paralelismo”; (2) em duas
especies diferentes (mais afastadas que em 1), condi¢bes plesiomorficas diversas sdo
alteradas resultando em condicGes apomdrficas semelhantes (geralmente a semelhanca é

apenas superficial), o que caracteriza a “evolucdo convergente” ou “convergéncia
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evolutiva”; (3) em uma determinada espécie uma caracteristica arqueomorfica é alterada
resultando em uma condicdo apomorfica final semelhante a condicdo plesiomdrfica
original, o que representa uma “reversdo evolutiva”. Em situacdes ideais, na evolugdo
convergente as apomorfias evoluem independentemente através de diferentes linhas de
desenvolvimento, enquanto na evolugdo paralela o desenvolvimento das estruturas
homoplasicas € similar. (AMORIM, 1997; FUTUYMA, 1997)

Com isso, casos de compartilhamento de apomorfias ndo podem ser vistos como
indicios definitivos de monofilia, o que pode gerar conflito entre os dados filogenéticos e
até problemas para a analise. Entretanto, diversos métodos ja foram desenvolvidos para
detectar e posteriormente superar as dificuldades inerentes a presenca de homoplasias,
validando apenas sinapomorfias verdadeiras.

O teste de congruéncia, cujo resultado pode ser expresso na forma de diagramas ou
tabelas, é capaz de revelar a presenca ou auséncia de homoplasias. A congruéncia entre os
caracteres € verificada quando as relacGes entre os tdxons sdo apenas de inclusividade
completa ou de exclusdo mutua. Neste caso, diz-se que 0s caracteres sdo congruentes,
sendo sua presenca explicada apenas por sinapomorfias. Contrariamente, caracteres
incongruentes evidenciam a presenca de pelo menos um carater homoplasico. Entretanto, o
fato de um determinado caracter ser homoplasico ndo implica que ele ndo seja util nas
inferéncias filogenéticas em um nivel taxondmico mais restrito, onde pode ser um
indicador de monofilia (AMORIM, 1997).

HENNIG (1966) recomenda que, em casos de incongruéncia, a construcdo de
filogenias se dé com base em *“caracteres Unicos”, ou seja, aqueles que nao fossem
conhecidos em grupos-externos. Entretanto, a solugdo mais utilizada atualmente para o
conflito de caracteres baseia-se no principio da méxima parcimdnia, que ird minimizar a
ocorréncia de homoplasias e maximizar a ocorréncia de sinapomorfias, através da escolha
da(s) filogenia(s) que apresente(m) o menor numero de eventos de surgimento de
apomorfias (passos evolutivos). AMORIM (1997) recomenda ainda, como forma eficaz de
aumentar a confiabilidade sobre a filogenia proposta, extender o nimero de caracteres
analisados, o que tende a diminuir o efeito de eventuais homoplasias.

E importante destacar que autapomorfias sdo sempre congruentes com todos 0s
caracteres, uma vez que, como autapomorfias ndo sao informativas sobre as relacdes entre

tdxons terminais, ndo podem ser incongruentes com nenhuma outra informagédo que diz
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respeito a relacdes entre taxons terminais (AMORIM, 1997). Desta forma, esses caracteres
sdo importantes para demonstrar que os taxons terminais sdo monofiléticos, mas néo

ajudam a esclarecer as relacdes filogenéticas entre 0s membros do grupo-interno.
3 Sistematica Molecular

Ao mesmo tempo que a Sistematica Filogenética se desenvolvia, adquirindo novos
adeptos, a Biologia Molecular também passava por fortes transformacgdes. Novos métodos
que permitiam a andlise da estrutura molecular de acidos nucléicos e proteinas eram
descobertos, e sua adocdo pelos evolucionistas possibilitou um enorme avanco na
Sistemética Molecular. Esta sub-area da sistematica é caracterizada exatamente pelo uso de
marcadores moleculares na elaboracdo de inferéncias sobre processos populacionais e
filogenéticos, criando para isso um substancial banco de dados referente a proteinas ou
genes especificos (MoRITZz & HiLLis, 1996). Entretanto, o contexto tedrico, os métodos
gerais de andlise e a maneira de lidar com os resultados filogenéticos ndo diferem,
independente da fonte de informacao ser morfologica ou molecular.

H& que se destacar, neste ponto, que com a ampla difusdo da Sistematica
Molecular, os estudos filogenéticos comegaram a crescer exponencialmente (pelo menos
para alguns tdxons). Logo os dados moleculares passaram a ser utilizados, ndo apenas para
esclarecer relagdes filogenéticas dificeis de abordar por outros métodos, mas também para
questionar visdes filogenéticas propostas anteriormente. Isto ndo quer dizer, no entanto,
que as filogenias fundamentadas no uso de caracteres morfolégicos tenham sido refutadas
ou que a andlise destes ndo caracterize uma ferramenta adequada para analise filogenética.

Na verdade, embora em alguns casos dados moleculares tenham revelado
limitacbes da analise morfoldgica (pela deficiéncia de variagbes entre certos clados,
excesso de homoplasias, ou até mesmo complexidades relacionados ao seu padrdo
evolutivo), ambos enfoques tem suas vantagens e desvantagens, e deveriam ser utilizadas
conjuntamente. Por exemplo, dados moleculares costumam ter uma base genética clara e
uma simplicidade de padrdes evolutivos, sendo que homologias podem ser buscadas com
maior seguranc¢a. Por outro lado, caracteres morfoldgicos podem ser prontamente obtidos
de ancestrais fosseis (quando estes estdo disponiveis), apresentando ainda o poder de
interpretacdo em um contexto ontogenético (MoRITz & HiLLIS, 1996). Entretanto, segundo
MiyAki et al. (2001), ao refutar pressupostos simplistas ou excessivamente reducionistas,

percebe-se que a herdabilidade da maior parte dos caracteres morfoldgicos nao € absoluta,
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e como os caracteres devem ser herdados estavelmente para que apresentem um
significado evolutivo, espera-se que enfoques moleculares produzam resultados mais
confiaveis. Além disso, os caracteres moleculares de modo geral costumam ser mais
variaveis, devido a ocorréncia de mutagdes neutras e a concomitante atuacdo da deriva
genética. A heterogeneidade de taxas evolutivas apresentada, ainda, por diferentes
marcadores, faz com que as estratégias moleculares se adaptem, perfeitamente, aos mais
variados propdsitos e possibilitem a extracdo de informacdes filogenéticas para niveis
taxonébmicos proximos e/ou divergentes. Todas estas vantagens fazem os eventuais
contratempos apresentados pela sistematica molecular (homoplasias, saturacéo,
heterogeneidade de taxas evolutivas entre diferentes OTU’s ou até mesmo diferentes sitios
dentro de uma seqliéncia, diferencas entre filogenia do marcador e filogenia da espécie,
etc.) parecerem meros detalhes, desde que devidamente superados.

Recentemente, entretanto, diversos autores (DESALLE & GRIMALDI, 1992;
O’GRADY et al., 1998; O'GRADY, 1999; REMSEN & O GRADY, 2002) tem destacado a
importancia central das andlises combinadas de nivel morfolégico-molecular, ou até
mesmo molecular de diferentes l6cus, na compreensdo da verdadeira histéria evolutiva das
espécies. Entretanto, existem diversas escolas de pensamento acerca de qual € o melhor
tratamento na analise das diferentes particdes. Segundo alguns autores (revisdo em
O’GRADY et al., 1998), a analise simultanea de diferentes caracteres maximiza a eficiéncia
descritiva e o poder filogenético exploratorio dos dados, uma vez que conduz a superacdo
dos desvios tendenciosos e ao acimulo de apoio a diversos noés internos, mesmo que
algumas particdes acrescentem incongruéncias em outros niveis. Muitas vezes, inclusive,
relacbes ndo apresentadas na analise individual de qualquer uma das particdes, sdo
reveladas mediante a construgdo de uma arvore de evidéncias totais (O’GRADY et al.,
1998), ou entdo, mesmo mediante a presenca de incongruéncias entre as particOes, a
combinacdo pode gerar um acréscimo de suporte a uma determinada hipotese filogenética
que individualmente era defendida por apenas um ou alguns dos dados (GLEASON et al.,
1998). Entretanto, diversos outros pesquisadores (MIiYAMOTO & FITCH, 1995) acreditam
que é preferivel apresentar um consenso das diferentes analises individuais a fazer uma
“mistura de caracteres”, muitos dos quais incongruentes entre si e apresentando diferentes
historias evolutivas. Uma posicdo intermediaria, chamada combinacdo condicional ou

concordancia primaria, propde que as particbes sejam sujeitas a um teste de congruéncia e
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incluidos na analise combinada apenas se devidamente congruentes. Neste caso pode-se
optar pelo critério estrito, segundo o qual apenas aquelas particbes congruentes com todas
as outras sdo incluidas, ou pelo critério permissivo, que permite a inclusdo de todas as
particbes parcialmente congruentes com as demais (revisdo em O’GRADY, 1999).
CUNNINGHAM (1997) demontrou, entetanto, que apenas em casos de incongruéncias com
valores P menores do que 0,001, a combinacdo das particbes pode reduzir a acuracia
filogenética.

Neste contexto, mesmo que ndo se faca a combinagéo, pode-se facilmente inferir o
grau de concordancia e discordancia entre os diferentes conjuntos de dados, comparar 0s
indices de consisténcia obtidos em andlises distintas e/ou conjuntas, bem como restringir
uma das andlises a hipdtese atribuida pela outra. Por fim, com base nestes resultados, pode-
se assumir com maior seguranca qual a hipotese que melhor representa a evolucdo das
OTU’s em quest&o e, a partir disto, como se deu a evolucdo de cada um dos seus caracteres
em particular. Porém, como estes procedimentos s6 podem ser realizados mediante o
acimulo de inferéncias filogenéticas de ambito morfolégico e molecular, estas ultimas

andlises continuam a constituir o ponto de partida para qualquer estudo evolutivo.
3.1 Fundamentos e Limitagdes

3.1.1 Homoplasias

Em geral, como visto anteriormente, a homologia deve ser a preocupacdo
primordial do sistemata na reconstrugdo de qualquer tipo de filogenia. Esta, no entanto,
deve ser inferida com base em heranca a partir do ancestral comum mais recente e ndo em
termos de similaridade empirica, como € muitas vezes utilizada. Afinal, ndo apenas a
ancestralidade comum pode afetar a semelhanca de duas moléculas quaisquer, como
também as convergéncias, paralelismos e reversdes, ou ainda a conversdao génica. A
inferéncia quanto a homologia de estruturas é, pois, uma hipétese qualitativa e nunca
quantitativa (Russo, 2001).

Existem ainda diferentes formas de homologia que devem ser diferenciadas entre
si, quando marcadores moleculares sdo considerados. Se duas seqiiéncias homologas forem
derivadas de um ancestral comum através de eventos de especiacao, diz-se que as mesmas
sdo “ortologas”; por outro lado, se elas se originaram atraves de um evento de duplicacéo
de um loco ancestral, diz-se que sdo sequéncias “paralogas” (FUTUYMA, 1997; AMORIM,

1997). Quando seqiiéncias paralogas ndo evoluem independentemente, mas em concerto,
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devido a processos de conversdo génica ou crossing-over desigual, elas sdo denominadas
sequéncias “plerélogas” (MoRrRITZz & HiLLls, 1996). Sequéncias homdlogas podem ainda
estar relacionadas a eventos de transferéncia génica horizontal, sendo entdo chamadas de
“xendlogas” (MORITZ & HiLLIs, 1996).

Esta distincdo é fundamental, uma vez que apenas sequéncias ortélogas devem ser
utilizadas para fins de inferéncia filogenética entre organismos. O uso de sequéncias
paralogas, neste caso, pode resultar em uma estimativa correta da filogenia das moléculas
envolvidas, mas esta néo refletiria as relacbes entre os organismos dos quais as mesmas
foram amostradas (MoRITZ & HiLLIs, 1996). Tipicamente, quando se utiliza seqiiéncias
paralogas para fins de reconstrucdo filogenética de grupos de organismos, o tempo de
divergéncia entre duas OTU’s quaisquer € superestimado, pois o evento de duplicacédo
costuma ser anterior ao evento de especiagdo (Russo, 2001). Entretanto, quando a taxa de
evolucdo em concerto em seqiiéncias plerélogas é alta, a distincdo entre seqliéncias
ortologas e paralogas fica obscurecida, de forma que as ultimas podem ser utilizadas para
inferir as relacdes entre taxons (desde que a taxa de homogeneizagdo seja maior que a taxa
de especiacgéo dentro do grupo de interesse) (MORITz & HiLLIs, 1996; HiLLIs et al., 1996).

Ainda segundo MORITZ & HiLLIS (1996), o uso da reacdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR) tem aumentado os riscos de problemas praticos associados a paralogia. Isto
ocorre ndo apenas devido a possibilidade de amplificacdo de pseudogenes ou outras copias
paralogas funcionais do gene de interesse, mas também devido a amplificacdo de produtos
de recombinacdo in vitro entre alelos diferentes, paralogos funcionais ou pseudogenes.
Para evitar este tipo de problema é sempre recomendada a analise em gel dos produtos do
PCR, bem como a confirmacdo da presenca da sequéncia amplificada no organismo de
interesse.

Quando duas seqiiéncias sdo sabidamente ortélogas outra etapa limitante, que deve
ser administrada com muita cautela, diz respeito ao alinhamento das moléculas, quando é
fundamental que seja preservada a homologia posicional entre sitios individuais (MORITZ
& HiLis, 1996; Russo, 2001). Esta tarefa é muitas vezes dificultada pela presenca de
indels (insercBes e/ou delecBes entre sitios) ou alta heterogeneidade entre as sequéncias
(Mivaki et al., 2001). Entretanto, se o alinhamento gerado ndo é confiavel, provavelmente
a filogenia proposta com base no conjunto de dados alinhados também nao sera correta

(Russo, 2001). Além disso, uma vez feito o alinhamento correto das seqiiéncias, é
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necessario estabelecer as relagdes de homologia entre os estados de caracter presentes em
cada sitio. Nesta etapa, dificuldades relacionadas a evolucdo paralela e as reversoes,
levando a homoplasias, bem como as substituicdes multiplas, tudo isso conduzindo a
saturacdo dos dados, podem causar erros na inferéncia das relagfes evolutivas (NEI &
KUMAR, 2000).

3.1.2 Taxas evolutivas

A variabilidade apresentada por qualquer molécula constitui-se em um balanco
entre as mutagdes que surgem e suas restricOes estruturais e funcionais. A esperada
consténcia relativa destas interagfes entre grupos taxondmicos (HiLLIS et al., 1996) e as
indicacdes prévias da correlagcdo entre a estimativa de divergéncia entre seqliéncias e o
tempo de divergéncia entre 0s organismos dos quais as mesmas foram amostrados
(ZUCKERKANDL & PAULING, 1962) levaram ao estabelecimento da hipdtese do relégio
molecular, segundo a qual compara¢Ges moleculares poderiam fornecer indicios do tempo
de divergéncia entre taxons na auséncia de fosseis auxiliares. Entretanto, experimentos
mais recentes tem demonstrado ndo apenas a varia¢ao nas taxas de substituicdo entre l6cus
e até mesmo sitios dentro de um mesmo genoma, como também a heterogeneidade nas
taxas de substituicdo de um mesmo ldcus entre linhagens diferentes (CALCAGNOTTO,
2001).

Estas averiguacOes acarretam uma série de implicacdes na Sistematica Molecular.
Por exemplo, a constancia nas taxas evolutivas, além de ser uma premissa basica da Teoria
Neutra de Evolucdo Molecular, é assumida em uma serie de métodos filogenéticos e tem
sido largamente usada na estimativa do tempo de divergéncia entre linhagens, se pelo
menos a idade de um determinado evento de cladogénese tiver sido previamente estimada
(PEREIRA et al., 2001). Nessas situagGes, o comprimento dos ramos de uma &rvore
refletiriam o nimero de substitui¢fes de cada linhagem.

Existem atualmente diferentes maneiras de se testar a hipdtese do relégio molecular
em um conjunto de dados. Entre estas destaca-se teste de taxas relativas, segundo o qual a
diferenga entre o nimero de substitui¢des ocorridas em diferentes linhagens a partir do seu
ancestral comum mais recente ndo deve ser estatisticamente diferente de zero (PEREIRA et
al., 2001). Entretanto, para avaliar isto deve-se incluir uma linhagem-externa, que tenha

divergido anteriormente a separacdo das linhagens consideradas. Neste caso, 0 numero de
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substituicdes ocorrido em cada linhagem pode ser obtido diretamente a partir das

sequéncias, da seguinte forma:

Kxa = (Kxe + Kxy — Kye)/2
Kya = (Kye + Kyx — Kxe)/2
Kea = (Kex + Key — Kxy)/2

Onde: - K =ndmero de substitui¢des

- X, ¥ = linhagens-irmas
- a = ancestral comum mais recente entre x e Yy
- e = linhagem-externa

Assim, se as sequéncias estiverem evoluindo a taxas semelhantes, a diferenca entre
Kxa e Kya ndo deve ser estatisticamente diferente de zero. Programas como o PHYLTEST
executam esta analise de taxas relativas (PEREIRA et al., 2001). J& o programa conhecido
como LINTREE encontra-se embasado no teste de taxas relativas aplicado a diferencas de
comprimento dos ramos entre grupos ou sequiéncias-irmas, no modelo denominado “arvore
linearizada”. O “teste de razdo de verossimilhanca”, também pode ser aplicado com esta
finalidade, quando sdo comparadas as probabilidades de uma mesma arvore com e sem a
restricdo do relégio molecular.

Existem diferentes modelos que incorporam o relaxamento do reldgio molecular a
analise do conjunto de dados disponiveis (PEREIRA et al., 2001). Entre estes, 0 método de
méaxima verossimilhanca estima o comprimento de cada ramo de modo a maximizar a
probabilidade da arvore. Outros modelos, como o de CUTLER (2000) admitem variacGes
limitadas nas taxas de substituicdo entre diferentes linhagens. Recentemente, ainda, alguns
autores descreveram novos modelos, segundo 0s quais a variagdo nas taxas evolutivas

entre OTU’s e diretamente proporcional a distancia existente entre elas.

3.2 Marcadores Moleculares

Marcadores moleculares sdo locus génicos que apresentam alguma variabilidade no
escopo do problema a ser estudado. O uso de técnicas que fornecam marcadores
moleculares é capaz de detectar, entdo, a variabilidade genética subjacente, o que se
constitui, por fim, na matéria-prima da evolucdo. Portanto, é pela analise desta
variabilidade genética que podemos, ndo apenas analisar, mas também entender o processo
evolutivo como um todo. Porém, diferentes marcadores moleculares exibem taxas
evolutivas distintas, bem como vantagens e limitacGes particulares, que devem ser

cuidadosamente analisadas no momento da escolha do marcador apropriado.
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Uma caracteristica distintiva dos marcadores atuais diz respeito ao seu padrédo de
heranca: marcadores dominantes, como aqueles obtidos por RAPD e AFLP sdo menos
uteis em analises populacionais, pois requerem a pressuposicdo de que a populacdo esteja
em equilibrio para o célculo de suas freqiiéncias génicas, o que é freqlientemente violado
(SoLE-CAvA, 2001). Para este tipo de estudo evolutivo, recomenda-se, entdo, a escolha de
marcadores co-dominantes, como isozimas ou microssatélites.

Outra diferenca importante entre os marcadores moleculares disponiveis sdo suas
taxas evolutivas. Por exemplo, microssatélites e RAPDs evoluem muito rapidamente, ao
contrario das isozimas. Este critério também deve ser cuidadosamente considerado na
escolha do marcador apropriado para diferentes abordagens, de modo que 0 mesmo seja
capaz de fornecer um nivel suficiente de variacdo para possibilitar uma analise evolutiva,
mas ndo esteja saturado de homoplasias (DOWLING et al., 1996). SoLE-CAvA (2001)
recomenda a adequacdo do grau de variabilidade do marcador molecular escolhido ao nivel
de divergéncia que se deseja estudar, enquanto DOWLING et al. (1996) acrescenta que 0
marcador ideal é aquele que varia entre, mas, preferencialmente, ndo dentro dos grupos de
estudo. Assim, marcadores com altas taxas evolutivas sdo Uteis para o estudo de
individuos, familias e populagdes, enquanto que marcadores com baixas taxas evolutivas
sdo indicados para estudos de espécies ou taxons supra-especificos. Caso contrario, quando
se utiliza um marcador que evolui muito lentamente para o nivel estudado encontra-se uma
saturacdo de plesiomorfias, de modo que, ao final, o marcador ndo serd informativo; por
outro lado, quando se utiliza um marcador que evolui muito rapidamente para o nivel
escolhido, encontra-se uma saturagdo de homoplasias, o que obscuresce o sinal
filogenético.

Além das consideracOes acerca da taxas evolutivas dos diferentes marcadores, €
importante que o seu modo de heranca também seja analisado durante o processo de
escolha da sequéncia apropriada ao problema em questdo. Neste sentido, pode-se optar por
sequéncias nucleares, mitocondriais ou até mesmo de cloroplasto, em plantas.

O DNA mitocondrial, por exemplo, fornece excelentes marcadores para a
inferéncia de filogenias maternas, principalmente entre espécies préximas, devido as suas
peculiares propriedades de heranca uniparental clonal e auséncia de recombinacdo (ARIAS
et al., 2001). Em geral, essas moléculas apresentam uma alta taxa evolutiva, devido,

principalmente, a larga ocorréncia de transi¢fes. Neste caso, pode-se optar pela anélise de
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diferentes l6cus, considerando que, em geral, genes codificantes de proteinas apresentam
uma menor restricdo evolutiva em relacdo a seus analogos para RNA. O isolamento do
DNA mitocondrial, bem como sua posterior analise, sdo amplamente facilitados em
decorréncia de suas propriedades de homoplasmia individual e elevado numero de cépias
por célula (PALuMBI, 1996). Segundo este autor, entretanto, a maior limitagdo na utilizagdo
do DNA mitocondrial em analises evolutivas diz respeito a potencial possibilidade de
comparacdo entre copias paralogas, obtidas a partir da amplificacdo de pseudogenes
mitocondriais presentes no genoma nuclear. DOWLING et al. (1996) destaca, ainda, que a
evolucdo extremamente rapida de alguns Idcus mitocondriais resulta em muitas
homoplasias, 0 que pode confundir a inferéncia das relacfes filogenéticas entre espécies
distantemente relacionadas. Em Drosophila, por exemplo, a forte tendéncia em direcéo a
altos valores de A + T conduzem a um efeito de saturacdo, que além de causar uma
aparente diminuicdo nas taxas evolutivas a medida que o tempo de divergéncia entre os
taxa aumenta, também reduz o poder discriminatorio que a analise de DNA mitocondrial
apresenta na reconstrucdo das relacdes filogenéticas entre espécies ndo proximamente
relacionadas (BARRIiO et al., 1992). Por outro lado, segundo AvVISE et al. (1984), a
amostragem inadequada de polimorfismos intraespecificos conduz a filogenias erréneas
quando espécies proximamente relacionadas estdo sendo comparadas, uma vez que €
provavel, nestes casos, que algumas das linhagens mitocondriais presentes em ambas
espécies sejam anteriores ao evento de especiagéo.

O DNA de cloroplasto, por outro lado, tem sido pouco utilizado em estudos
evolutivos, provavelmente devido ao fato de apresentar uma baixa taxa de substituicéo,
grande tamanho e padrdo de heranca variavel (ARIAS et al., 2001). Uma caracteristica
peculiar deste genoma diz respeito a quase invariabilidade de ordem e arranjo de seus
genes, bem como a sua transmissdo essencialmente clonal, mesmo em casos de heranca
biparental (DowLING et al., 1996). Mais uma vez, uma amostragem populacional
inadequada pode conduzir a erros, embora, neste caso, este problema esteja grandemente
reduzido devido aos baixos niveis de polimorfismo. Por outro lado, o potencial fluxo
génico e a eventual hibridizacdo entre espécies de plantas representam um grande
problema para a andlise filogenética destes marcadores.

Ja o DNA nuclear representa a maior e mais poderosa fonte de marcadores

genéticos, cuja variabilidade de taxas evolutivas permite andalises de nivel intra e
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interespecifico (ARIAS et al., 2001). Trabalhando com este genoma, pode-se optar por
utilizar seqiéncias de coOpia Unica ou com padrdo repetitivo, presentes em regides
codificadoras ou ndo codificadoras. Assim, por exemplo, sequéncias VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats), que incluem micro e minissatélites, sdo tipicamente
hipervariaveis, apresentando fundamental importancia para analises comparativas de nivel
populacional, apesar de suas limitagdes referentes as possiveis homoplasias (DOWLING et
al., 1996). Por outro lado, a andlise de sequiéncias codificadoras de cdpia Unica pode
fornecer substrato para comparagdes de nivel intra e inter-especifico, mediante andlise dos
introns, que costumam ser particularmente variaveis, e até de éxons, cuja variabilidade
varia de acordo com a restritividade funcional do gene em questdo. Seqliéncias repetidas,
como o rDNA, também costumam fornecer tanto marcadores conservados, encontrados nas
regides codificadoras, quanto marcadores mais variaveis, referidos como espacadores
transcritos e ndo-transcritos.

DOWLING et al. (1996) destaca, ainda, a importancia de se considerar a taxa de
rearranjos no momento da escolha da seqliéncia a ser analisada. Isto porque os rearranjos, a
menos que cuidadosamente caracterizados, costumam levar a superestimativas de
divergéncia entre as sequéncias consideradas. Por outro lado, uma vez identificados, estes
rearranjos podem fornecer informacgdes fundamentais para a inferéncia filogenética, devido
a sua raridade e consequente auséncia de homoplasias. Neste sentido, é importante
considerar que sequiéncias mitocondriais e de cloroplasto costumam ser mais estaveis que
as nucleares.

Outra opgdo que deve ser analisada com cuidado diz respeito a escolha entre a
analise a nivel de nucleotideos ou aminoacidos, quando sequéncias codificadoras estdo em
foco. Neste caso, deve-se considerar que, embora a seqiéncia protéica seja menos
informativa, sua seqliéncia génica codificadora pode, eventualmente, estar sujeita a
heterogeneidade de taxas evolutivas, encontrando-se saturada ou ainda exposta ao Viés
composicional nas terceiras posi¢cdes dos codons (SWOFFORD et al., 1996). Assim, quando
a divergéncia entre as OTU’s é pequena, recomenda-se a analise a nivel de nucleotideos,
cujos sitios informativos podem restringir-se as substituicdes sindnimas ocorridas nas
terceiras posicdes dos codons. Por outro lado, quando existe uma substancial divergéncia

entre as seqliéncias, pode ser recomendavel limitar a andlise as primeiras e segundas
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posicdes de cada codon, nestes casos mais informativas. Uma terceira alternativa seria
inferir a sequéncia protéica a partir do gene e utiliza-la para as analises posteriores.

Estes sdo apenas alguns dos critérios mais importantes, que devem ser analisados
no momento da escolha do marcador a ser usado. Poder-se-ia citar, ainda, a importancia do
tipo do material disponivel, que deve ser compativel com as necessidades apresentadas
pela técnica, e o custo geral da metodologia.

Uma série de diferentes técnicas sdo rotineiramente utilizadas na obtencdo de
marcadores moleculares diversos. De modo geral, os dados gerados por estas técnicas
podem ser divididos em duas categorias: caracteres discretos, que fornecem dados sobre
OTU’s ou seqiéncias individuais; dados de distancia ou similaridade, que representam
comparagOes quantitativas de pares de OTU’s (SWOFFORD et al., 1996). Segundo 0 mesmo
autor, os primeiros podem ainda ser subdivididos em caracteres qualitativos, binarios ou
multiestado, ou quantitativos (neste caso referindo-se as frequéncias de allozimas ou
haplotipos mitocondriais).

Apresentar-se-a, a seguir, algumas das caracteristicas principais das técnicas

utilizadas pela Sistemética Molecular, enfatizando seus principios, aplicagdes e limitagdes.

3.2.1 Eletroforese de Isozimas

Esta técnica, embasada nos principios de variacdo eletroforética e coloragédo
citoquimica, foi aplicada pela primeira vez na década de 60, por dois grupos independentes
(HARRIS, 1966; LEWONTIN & HUBBY, 1966). Desde entdo, as isozimas (enzimas que atuam
sobre o mesmo substrato), tém sido fundamentais em diversos estudos de Biologia
Evolutiva, possibilitando um grande avango na compreensdo dos processos micro e
macroevolutivos. Para uma revisdo sobre a metodologia empregada, ver MURPHY et al.
(1996) e SOLFERINI & SCHEEPMAKER (2001).

Segundo ARIAs et al., (2001), as isozimas constituem-se marcadores extremamente
uteis, uma vez que, embora fenotipicos, ndo sdo profundamente afetados pela interacao
com o ambiente. Entretanto, estes marcadores apresentam profundas limitacdes, como por
exemplo as baixas taxas evolutivas, que prejudicam e até mesmo impossibilitam estudos
evolutivos com organismos de menor nivel de divergéncia (SOLE-CAVA, 2001). Por outro
lado, MURPHY et al. (1996) destaca que, algumas vezes, a divergéncia entre alozimas é
tamanha gque poucos eletromorfos sdo encontrados, sendo estes ainda, em sua maior parte,

homoplésicos. E necessario lembrar, ainda, que, através do uso de isozimas, os niveis de
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variabilidade encontram-se possivelmente subestimados, uma vez que mutacdes no
material genético nem sempre resultam em alteracdes nas proteinas codificadas e nem toda
alteracdo na sequéncia de aminoacidos de uma proteina resulta em diferencas de migracédo
(SOLFERINI & SCHEEPMAKER, 2001). Esta ultima propriedade, por si s, impde sérias
limitagBes a esta técnica, pelo fato de que eletromorfos homoplasicos ndo sdo, na maioria
das vezes, detectados. Alem disso, esta técnica apresenta problemas referentes ao reduzido
namero de I6cus amostraveis, bem como deficiéncias na deteccdo de determinados alelos
segregantes, como o0s alelos nulos e 0s produtos co-migrantes de isol6cus (MURPHY et al.,
1996). Por fim, 0 mesmo autor destaca, ainda, que muitas isozimas conformacionais
podem ser produzidas a partir de modificagdes epigenéticas pos-traducionais de um Unico
polipeptideo, o que pode levar a novos equivocos na inferéncia do nimero de locus

codificantes no sistema.

3.2.2 Citogenética Molecular

A citogenética molecular fundamenta-se na analise de aspectos microscopicamente
visiveis da estrutura molecular dos cromossomos. Sua aplicacdo em estudos evolutivos
expande-se desde a analise de parametros populacionais até a obtencdo de filogenias. Uma
revisdo metodoldgica pode ser encontrada em SESSIONS (1996).

POWELL & DESALLE (1995) destacam que este enfoque € bastante Util quando
executado em espécies proximas, cuja estrutura cromossdmica tenha permanecido
suficientemente similar a ponto de que inferéncias acerca de homologias possam ser feitas
com maior seguranca. Uma analise recente, executada por O'GRADY et al. (2001)
demonstrou que, para grupos de especies de Drosophilidae, a comparacao citogenética é
enormemente informativa, fornecendo valores de suporte corrigidos bem maiores que a
analise molecular, devido, principalmente, a seus altos indices de consisténcia. Por outro
lado, segundo os mesmos autores, o enfoque citogenético produz uma menor resolucao
filogenética, levando a um maior nimero de politomias, devido ao seu reduzido numero de

caracteres informativos.

3.2.3 Hibridizagdo DNA-DNA

Os primeiros estudos utilizando hibridizacdo de DNA e sua cinética de renaturacdo
foram realizados por WETMUR & DAVIDSON (1968). Entretanto, esta técnica s6 passou a
ser utilizada em estudos filogenéticos em 1981, por Sibley e Ahlquist (revisdo em
WERMAN et al., 1996).
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Como pode ser visto em WERMAN et al. (1996), esta técnica apresenta uma série de
dificuldades metodoldgicas, além de algumas limitacdes. Entre estas, destaca-se a
dificuldade pratica de separar efetivamente o DNA cédpia Unica das seqiiéncias repetitivas
(o que deve afetar as distancias obtidas principalmente na analise de seqliéncias muito
divergentes) e o controle criterioso das condicBGes de estringéncia necessarias para uma
hibridizacdo envolvendo exclusivamente sequéncias ortdlogas quando do estabelecimento
dos heteroduplex. WERMAN et al. (1996) destaca, ainda, que é importante considerar a
variacdo nas taxas evolutivas entre linhagens e a auséncia de aplicacdo da hipdtese de
aditividade entre as distancias obtidas (uma vez que homoplasias, pareamento entre
sequéncias paradlogas ou xenologas, ampla divergéncia entre as seqléncias
impossibilitando o estabelecimento de heterodlplex, etc., podem afetar este ultimo
parametro).

Ainda que ambos os problemas apresentados ndo afetem amplamente a precisdo
dos resultados obtidos, quando adequadamente controlados, muitas outras criticas s@o
dirigidas a aplicacdo desta técnica. A principal delas diz respeito a auséncia de informacdes
concretas, seja na forma de caracteres individuais (nucleotideos) ou conjuntos de
seqliéncias, uma vez que os dados obtidos sdo sempre apresentados na forma de indices de
divergéncia (POWELL & DESALLE, 1995), o que limita bastante a amplitude de analises
possiveis. Também questiona-se os resultados obtidos em situacdes de grandes diferencas
de tamanho entre os genomas das espécies analisadas, ou quando a analise envolve
espécies muito préximas (em que os polimorfismos intraespecificos ndo deviam ser
ignorados) ou muito divergentes. Além disso, a técnica apresenta um custo relativamente
alto e exige grandes quantidades de DNA.

Por outro, os defensores da técnica garantem que qualquer limitacdo é compensada
pela amplitude da amostra utilizada, capaz de suprimir qualquer erro de amostragem, de
forma que as medidas obtidas sejam inteiramente representativas da realidade. Portanto,
mesmo que a divergéncia genética de um ldcus qualquer ndo reflita acuradamente a
filogenia das espécies, devido a razGes estocasticas ou a eventos de polimorfismo ancestral,
quando a medida da divergéncia sobre todo o genoma é considerada, a filogenia correta

das espécies deve aflorar (POWELL, 1991).
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3.2.4 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Estes marcadores foram descobertos no fim da década de 60, por dois grupos
independentes, que identificaram enzimas capazes de reconhecer seqléncias especificas de
4-8 pb, presentes na dupla-hélice do DNA, e hidrolisar uma ligacao fosfodiéster de ambas
as fitas em pontos especificos dentro desta regido, ou seja, as enzimas de restricdo (LINN &
ARBER, 1968; MESELSON & YUAN, 1968). Para uma revisao sobre RFLP, ver ARIAS et al.
(2001) e DOWLING et al. (1996).

MORITZ & HiLLIS (1996) e SWOFFORD et al. (1996) destacam que 0 uso inadequado
desta técnica pode levar a muitos erros filogenéticos, causados pela mé interpretacdo dos
resultados obtidos. Entre estes equivocos, pode-se destacar o uso dos fragmentos de
restricdo como caracteres potencialmente homdélogos, ao invés dos sitios de restricdo, bem
como a auséncia de consideracdes referentes & assimetria de probabilidades entre ganho e
perda de sitios de restrigao.

Entretanto, segundo DOWLING et al. (1996) e ARIAS et al. (2001), esta técnica
também apresenta alguns outros problemas, entre 0s quais pode-se citar a impossibilidade
de identificacdo da origem da variacdo detectada; a freqliente auséncia de independéncia
entre os caracteres gerados por diferentes enzimas, quando eventos mutacionais Unicos
conduzem a uma alteracdo correlacionada (0 que pode causar erros na estimativa da
divergéncia de caracteres); a eventual auséncia de fidelidade de transmissdo devido a
variacOes no estado de metilagdo da molécula de DNA, o que pode resultar em situagdes de
homoplasia aparente; a possivel ndo-reprodutibilidade quando as condi¢des de reacdo nao
sdo rigidamente controladas. Por outro lado, segundo ARIAS et al. (2001), RFLP séo
marcadores sensiveis, independentes da acdo ambiental, que se encontram ainda, na
maioria das vezes, livres de efeitos pleiotrdpicos, uma vez que a maior parte da variacao

detectada é fenotipicamente neutra.

3.2.5 PCR (Polymerase Chain Reaction) e Técnicas Relacionadas

PCR, esta poderosa técnica de amplificacdo de DNA, foi concebida por MuULLIS
(1987). O desenvolvimento desta técnica aumentou em muito a eficiéncia de detecgdo de
polimorfismos, tanto a nivel de DNA quanto de RNA, devido ndo apenas a reducdo de
tempo e complexidade na execugdo dos experimentos, mas principalmente devido a sua
enorme sensibilidade. PALUMBI (1996), FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998) e MATIOLI et

al. (2001) apresentam uma revisdo metodoldgica desta técnica.
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Trata-se de uma técnica complexa, sujeita a uma série de artefatos que devem ser
corretamente identificados e superados. A producdo de produtos recombinantes, por
exemplo, é um dos maiores problemas desta técnica, produzido quando uma seqiéncia
parcialmente extendida em um determinado ciclo age como primer de outro alelo, ou
mesmo outro I6cus, em um ciclo subseqiiente (SWOFFORD et al., 1996). Isto pode levar a
uma série de problemas posteriores, uma vez que para a Biologia Evolutiva é fundamental
que os segmentos amplificados e analisados ndo sejam apenas homdélogos, como também,
ortologos. Entretanto, suas desvantagens sdo enormemente superadas pela sua utilidade em
estudos evolutivos, entre as quais se pode destacar a possibilidade de amplificacdo de
DNA-fossil.

O principio basico da técnica de PCR foi incorporado a varios métodos alternativos

bastante Uteis na deteccao de polimorfismos, entre 0s quais destaca-se:

3.2.5.1 Combinacgédo de PCR com RFLP
Esta técnica € embasada na utilizacdo do PCR para amplificar o fragmento de

interesse, e do RFLP para detectar sua variabilidade (MATIOLI et al., 2001).

3.2.5.2 STR (Short Tandem Repeats) ou SSR (Simple Sequence Repeats)

STR ou SSR é uma técnica muito difundida para a analise de polimorfismos em
regibes repetitivas. A natureza da variacdo, neste caso, € o numero de repeticbes de
unidades de 2 a 5 pb, também conhecidas como microssatélites (DOWLING et al., 1996).

A utilizacdo destes marcadores em estudos filogenéticos €, entretanto,
desaconselhada por PALUMBI (1996) uma vez que, segundo ele, como apenas um reduzido
numero de estados é possivel, estes caracteres sdo excessivamente homoplasicos. Além
disso, segundo DOWLING et al. (1996), muitas vezes estes marcadores ndo sdo fielmente

transmitidos, devido a sua alta taxa evolutiva.

3.2.5.3 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Esta técnica foi desenvolvida simultéanea e independentemente por dois grupos dos
EUA: WILLIAMS et al. (1990), que patentearam a tecnologia com 0 nome mais comumente
utilizado, RAPD; WELSH & MCCLELLAND (1990), que propuseram uma denominagao mais
apropriada para a técnica, chamando-a de AP-PCR (Arbitrarily Primed-PCR). RAPD é,
portanto, apenas uma variacdo da técnica de PCR, em que primers Gnicos, com sequéncias

artitrarias de cerca de 10-12 nucleotideos, sdo utilizados. Uma breve revisdo sobre esta
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técnica pode ser encontrada em FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998), em MATIOLI et al.
(2001), e em PALUMBI (1996).

Entre as maiores limitacdes desta metodologia, destacam-se a falta de homologia
entre muitos fragmentos de igual tamanho (SoLE-CAvA, 2001) e a auséncia de
reprodutibilidade entre seus resultados, que variam ndo apenas de acordo com o grau de
competitividade dos sitios de iniciacdo que geram determinados fragmentos mas também
de acordo com as condicdo de amplificacdo, que devem ser, portanto, muito bem

controladas (DOWLING et al., 1996).

3.2.5.4 SPAR (Single Primer Amplification Reaction) ou ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats)

SPAR ou ISSR é uma técnica recente, desenvolvida por GUPTA et al. (1994), que
consiste em uma variacdo do RAPD. Neste caso, porém, emprega-se um primer Unico de
tamanho maior, formado por repeti¢cdes. Como as repeti¢cdes sdo abundantes no genoma, o
aumento de tamanho dos primers reduz o problema de reprodutibilidade, mas ndo diminui
a probabilidade de producéao de bandas (MATIOLI et al., 2001).

O maior problema enfrentado por esta técnica é o reduzido repertorio de primers
possiveis, uma vez que a maioria das seqiiéncias repetitivas estariam sujeitas ao artefato de

dimerizacgéo do primer.

3.2.5.5 AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

A técnica de AFLP foi inicialmente descrita por Vos et al. (1995) e combina a
confiabilidade do RFLP com a conveniéncia e versatilidade do RAPD. A andlise por AFLP
resulta da amplificacdo diferencial de determinados fragmentos de restricdo ligados a
adaptadores, pelo uso de primers que apresentam complementaridade a estas seqiéncias
adaptadoras, contendo ainda alguns nucleotideos seletivos adicionais a sua extremidade 3’.

Trata-se de uma técnica robusta e informativa na deteccdo de um grande numero de
marcadores moleculares dispersos pelo genoma. SOLE-CAVA (2001) destaca, entretanto,
que assim como nos marcadores RAPD, muitas vezes os fragmentos co-migrantes no gel

néo apresentam relacdo de homologia entre si.
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3.2.6 SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphisms), DGGE (Denaturing
Gradient Gel Eletrophoresis) e Analise de Heteroduplex

Estas sdo técnicas poderosas e eficientes, capazes de detectar pequenas alteracdes
na conformagdo ou estabilidade dos fragmentos gerados por PCR, RAPD, ou RFLP,
através de sua mobilidade eletroforética. Uma revisdo sobre as mesmas pode ser
encontrada em FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998) e DOWLING et al. (1996).

Entretanto, a consisténcia e resolucdo destas técnicas depende largamente da
padronizacdo de suas condigdes. Caso contrario, padrdes nao repetitiveis podem ser
gerados. Além disso, DowLING et al. (1996) destaca que estas técnicas sdo mais

apropriadas e eficientes para fragmentos menores que 600 pb.

3.2.7 Sequenciamento

Embora o seqlienciamento de acidos nucléicos seja uma técnica relativamente
recente (MAXAM & GILBERT, 1977; SANGER et al., 1977), seu grande poder informativo
tem garantido uma ampla aplicacdo em estudos filogenéticos. Segundo HiLLIs et al. (1996)
dentre seus principais atrativos destacam-se o imenso potencial informativo (considerando
que os nucleotideos sdo as unidades bésicas de informacdo dos organismos), a
possibilidade de incorporar dados acerca dos processos de evolugdo molecular subjacentes
e a aplicabilidade a diferentes estudos evolutivos, incluindo o ambito micro e
macroevolutivo.

Entretanto, sua efetividade na obtencao de resultados confidveis depende, como em
qualquer outra metodologia aplicada a esses fins, da existéncia de homologia, ndo apenas
entre as seqléncias analisadas como também entre cada um dos sitios individuais
considerados, que devem estar, portanto, corretamente alinhados (SWOFFORD et al., 1996).
E importante, ainda, que os caracteres multiestado gerados por esta técnica sejam
analisados mediante critérios ndo-ordenados.

Qualquer estratégia que vise a obtencdo de informacdes filogenéticas a partir de
sequéncias nucleotidicas pode ser subdividida em quatro etapas principais: (1)
identificacdo da sequiéncia apropriada ao problema filogenético em questdo; (2) isolamento
e purificacdo de muitas copias da sequéncia-alvo nas OTU’s de interesse; (3)
sequenciamento do DNA purificado; (4) alinhamento das sequéncias homologas. A seguir

examinaremos cada uma destas etapas com maiores detalhes.
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3.2.7.1 Que sequiéncia usar?

A escolha do gene adequado ao problema filogenético em questdo é crucial, uma
vez que ja foi comprovado que arvores construidas para um mesmo grupo de organismos
com base em dados diferentes podem ser altamente incongruentes (Russo et al., 1996).
Segundo a mesma autora, a escolha do gene € muito mais importante que a escolha do
método de reconstrucdo filogenética, uma vez que, se 0 gene adotado for adequado,
qualquer método de reconstrucdo filogenética pode recuperar a filogenia verdadeira.

Um bom indicador de qudo adequando é o gene utilizado para problemas
filogenéticos especificos € o resultado final do alinhamento das sequéncias. Neste caso,
Russo (2001) recomenda que a proporcao de diferencas entre duas seqliéncias alinhadas
ndo ultrapasse 20-30%, pois a partir destes valores as diferencas estariam sendo
demasiadamente subestimadas, devido & ampla ocorréncia de substituicbes mdultiplas,
reversas e paralelas. Por outro lado, alinhamentos perfeitos, em que a maioria dos sitios
estdo conservados entre as seqiiéncias, costumam ser pouco informativos para a
reconstrucdo filogenética, uma vez que ndo ha informacao para resolver muitos pontos na
filogenia (Russo, 2001).

Neste sentido, HiLLIs et al. (1996) afirma que o uso do percentual de divergéncia
entre sequiéncias homologas na estimativa da utilidade do gene para a resolucdo do
problema em questdo pode ser desastrosa. Assim, se uma pequena proporcdo dos sitios
encontra-se livre de pressdes seletivas, enquanto que os demais estdo altamente restritos, a
comparagdo pode ser uma combinacdo ndo informativa de sitios invariaveis e sitios
saturados de mutacOes, embora o percentual de divergéncia esteja em uma faixa
considerada razoavel.

Quando as sequéncias nucleotidicas apresentam alguma saturacdo, costuma ser
mais adequada a utilizacdo das sequéncias de aminoacidos na anélise, uma vez que estas
apresentam uma taxa evolutiva mais lenta (Russo, 2001). Entretanto, esta alternativa ndo
apresenta muita utilidade em casos de presenca de muitos indels entre as sequiéncias. Da
mesma forma, ela ndo é recomendada para 0s casos em que as sequiéncias nucleotidicas por
si sO apresentam-se bastante conservadas no grupo de interesse, uma vez que sua utilizacdo
acarretaria perda de informagéo importante.

Para evitar problemas posteriores € importante que seja feita uma analise prévia do

gene de interesse antes do inicio do seqlienciamento. Neste caso, é importante avaliar sua
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variabilidade, se possivel dentro do grupo de interesse ou em grupos proximos, mas se
necessario, fazendo extrapolacdes a partir de grupos com tempo de divergéncia similar. De
modo geral, como ja foi dito, genes com altas taxas evolutivas sdo Uteis para o estudo de
individuos, familias e populacGes, enquanto que aqueles que evoluem mais lentamente séo
melhor utilizados no estudo de espécies ou taxons supra-especificos (SOLE-CAvA, 2001).
Portanto, a utilidade do gene é determinada diretamente pelo problema filogenético em
questao.

a) Qual o tamanho adequado da sequéncia a ser analisada?

Esta é uma questdo bastante complicada, e que ndo pode ser ignorada no momento
da escolha do(s) gene(s) ou do(s) segmento(s) que sera(do) analisado(s), uma vez que
ambas as abordagens limitrofes podem causar consequéncias desastrosas (Russo, 2001).
Desta forma, ao trabalhar com seqliéncias pequenas, existe 0 risco de que erros de
amostragem afetem a filogenia obtida. Por outro lado, quanto maior for a sequéncia, maior
a probabilidade de se incluir na analise regides com taxas evolutivas heterogéneas, 0 que

também pode causar sérios problemas.

3.2.7.2 Isolamento das sequéncias-alvo

O isolamento da seqliéncia-alvo com fins sisteméaticos pode ser procedido de
diferentes maneiras, de acordo com o objetivo, tempo e materiais envolvidos. Pode-se, por
exemplo, utilizar a tecnologia do DNA recombinante para clonar a seqiiéncia de interesse,
obtida através da construcdo de um banco genémico ou através da amplificacdo in vitro por
PCR (quando as regides flanqueadoras da sequéncia de interesse sdo conhecidas).
Alternativamente, a sequéncia amplificada por PCR pode ser sequenciada diretamente, o
gue garante uma enorme economia de tempo e esforco. Por fim, se a sequéncia-alvo for um
gene ativamente transcrito em determinados tecidos, pode-se purificar seu RNA, que sera,
entdo, analisado.

Segundo HiLLis et al. (1996), a pureza e homogeneidade do DNA a ser
sequenciado constitui-se em um item de importancia primaria para a obtencdo de
seqliéncias corretas e interpretaveis. Neste sentido, muitas vezes o DNA amplificado por
PCR é suficientemente homogéneo a fim de garantir um bom seqiienciamento. Entretanto,
outras vezes € aconselhavel a clonagem prévia dos produtos obtidos nesta etapa, de forma
a purificar as seqliéncias heterogéneas e, desta forma, facilitar o seqlienciamento e sua

posterior analise.

39



Outra etapa limitante na confiabilidade dos resultados obtidos diz respeito a
fidelidade da replicacdo do DNA (in vivo ou in vitro). Assim, principalmente quando se
utiliza PCR, é fundamental a utilizacdo de polimerases com baixas taxas de erro ou o
sequienciamento de mais de um isolado, quando polimerases com altas taxas de erro, como
a Tag, sdo utilizadas. Em casos de erros na replicacdo, seria preferivel seqlienciar
diretamente 0 DNA amplificado, quando os mesmos poderiam ser identificados como

ambiglidades, o que ndo é possivel quando o seglienciamento sucede a clonagem.

3.2.7.3 Técnicas de Sequienciamento

Duas técnicas principais constituem o embasamento tedrico-pratico de toda e
qualquer estratégia de seqlienciamento: o método de clivagem quimica, desenvolvido por
MAXAM & GILBERT (1977); e o método enzimatico de terminacdo de cadeia, desenvolvido
por SANGER et al. (1977).

O método de clivagem quimica inicia-se pela desnaturacdo do DNA a ser
sequenciado, seguida pela marcacdo, por uma polinucleotideo quinase, dos segmentos
unifilamentares obtidos. Estes sdo, a seguir, divididos em quatro subamostras, cada qual é
tratada com reagentes quimicos especificos que clivam o DNA em um dos quatro
nucleotideos, em condig¢des nas quais, em média, ocorra uma Unica quebra por cadeia. Os
fragmentos gerados a partir de cada um destes tratamentos sdo, entdo, separados por
eletroforese em gel desnaturante e, em seguida, visualizados em um padrdo de bandas que
revela a seqliéncia diretamente. (HiLLIS et al., 1996; STRYER, 1996)

O método enziméatico de Sanger estd fundamentado no uso de uma DNA-
polimerase para copiar a sequiéncia-alvo, a partir de um primer, na presenca dos quatro
desoxirribonucleosideos trifosfatados bem como de um ou dos quatro analogos 2°,3’-
didesoxi. Como a incorporacdo deste didesoxiribonucleotideo leva a interrupcdo da
extensdo enzimatica, fragmentos de diferentes tamanhos sdo gerados, e estes, quando
submetidos a eletroforese, permitem a obtencdo da sequiéncia de bases subjacente (HiLLIS
et al., 1996; STRYER, 1996). Esta técnica constitui a base dos seqiienciadores automaticos.
A estratégia de Sanger pode ainda ser desenvolvida em sucessivos ciclos de desnaturacéo,
reanelamento e sintese, o que resulta na amplificacdo dos diferentes fragmentos e
potencializa os resultados obtidos, mesmo na presenca de pequenas quantidades de DNA-

alvo.
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Ambas as metologias apresentam algumas limitacdes significantes. O método
quimico, por exemplo, pode ser utilizado apenas com DNA e requer 0 conhecimento
prévio do mapa de restricdo da sequéncia-alvo, que deve ser clivada em fragmentos
manipulaveis. Por outro lado, 0 método enzimético ndo requer nenhum conhecimento
prévio da sequéncia a ser analisada (pois 0s seus primers podem ser sintetizados com base
nas sequéncias do vetor ou mesmo do primer utilizado na reacdo de PCR), mas é

amplamente afetado pela presenca de estruturas secundarias na seqiiéncia de interesse.

3.2.7.4 Alinhamento

O objetivo do alinhamento é fazer com que a posicdo de cada sitio individual
comparado entre o0 conjunto de seqliéncias apresente uma relacdo de homologia com o0s
demais (Russo, 2001). Para isto, algumas vezes € necessario a insercdo de intervalos nas
sequéncias de algumas espécies que perderam trechos ou que simplesmente ndo o0s
ganharam (PHILLIPS et al., 2000). De modo geral, os algoritmos de alinhamento sé&o
designados para maximizar o percentual de similaridade entre as sequéncias enquanto
minimiza o nimero de indels ocorridos (HILLIS et al., 1996).

Embora alguns autores ndo recomendem o alinhamento de sequéncias por
computador, existem atualmente uma série de programas eficazes neste procedimento,
dentre os quais destaca-se o programa Clustal. Este, e segundo Russo (2001), a maior
parte dos outros programas, executa o alinhamento em duas etapas principais. Na primeira
etapa uma matriz de pontos, cujos eixos representam as duas seqiiéncias comparadas, €
construida para cada par de dados. Neste caso, cada posi¢cdo da primeira seqiiéncia é
comparada com todas as posi¢des da segunda seqliéncia, e em casos de similaridade, um
ponto é colocado no grafico. Esta matriz fornece entdo a base para o calculo de
similaridade entre as duas seqiiéncias para cada alinhamento possivel, onde o nimero de
substituicdes é reduzido do nimero de bases idénticas, e do valor obtido reduz-se ainda o
numero de intervalos multiplicado pela penalidade de intervalos. Por fim, a similaridade
maxima para cada par de sequéncias € obtida, quando parte-se, entdo, para a segunda etapa.
Nesta fase, os dados obtidos na primeira etapa séo utilizados para a construgcdo de um
dendrograma a partir do qual o alinhamento final é realizado (partindo dos n6s mais
internos até os terminais). Desta forma, os programas de alinhamento testam um grande

namero de possibilidades, escolhendo por fim aquela mais parcimoniosa.
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Os programas de alinhamento tornam-se especialmente necessarios quando se
trabalha com seqliéncias de tamanhos diferentes. No entanto, Russo (2001) recomenda que
os alinhamentos obtidos sejam sempre revistos e, se possivel, que as regibes de
alinhamento duvidoso sejam retiradas. SWOFFORD et al. (1996) enfatiza que regides do
alinhamento que apresentam muitos gaps (ou intervalos) devem ser omitidas na andlise,

uma vez que a homologia posicional nestes pontos é extremamente incerta.

3.2.7.5 Métodos de Reconstrucdo Filogenética

A inferéncia de relacOes filogenéticas a partir de dados moleculares atuais requer,
por fim, a escolha de métodos analiticos apropriados. De modo geral, estes métodos podem
ser divididos em dois grupos principais (SWOFFORD et al., 1996): no primeiro grupo
situam-se 0s métodos estritamente algoritmicos, que definem uma sequéncia especifica de
passos (um algoritmo), cuja aplicacdo resulta diretamente em uma arvore filogenética final;
no segundo grupo encontram-se aqueles métodos embasados em critérios de otimizacgéo,
cujos algoritmos levam a avaliagdo de um conjunto, total ou parcial, de arvores possiveis e
determinam a escolha da(s) arvore(s) final(is), de acordo com o critério adotado. Portanto,
neste Gltimo caso, os problemas de construcdo de &rvores Otimas e de avaliagdo das
mesmas encontram-se separados: especificamente, quando o conjunto de arvores geradas
inclui todas aquelas possiveis, o algoritmo que as construiu € dito exato, e exemplos séo
fornecidos pelo algoritmo de busca exaustiva e pelo “branch-and-bound””; por outro lado,
guando apenas um subconjunto delas é reconstruido, o algoritmo é dito heuristico, como é
0 caso do “stepwise addition”, da decomposi¢do da politomia, do “branch-swapping”.
MiyAki et al. (2001) destacam, entretanto, que algoritmos heuristicos podem levar a
escolha de uma arvore subdtima segundo o critério escolhido. Os métodos estritamente
algoritmicos incluem as formas de algoritmos geométricos fundamentados em analise de
cluster (ou agrupamento), como UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic means) e NJ (Neighboor Joining), por exemplo, enquanto que os métodos de
otimizacdo abrangem todos os variantes da maxima parcimbnia, da maxima
verossimilhanga e da aditividade de distancias.

Existe ainda uma variedade de técnicas de inferéncia filogenética formuladas com
base em hipoteses acerca do processo evolutivo. Neste caso, quanto mais o modelo
evolutivo escolhido se aproximar do processo real, maior a consisténcia do método

utilizado. Por outro lado, alguns métodos, entre 0s quais destaca-se 0 de maxima
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parcimonia, ndo dependem de modelos precisos, mas apenas da auséncia de determinados
cenarios evolutivos (SWOFFORD et al., 1996).

Principais Métodos de Reconstrucédo Filogenética

a) Criterio de Otimizacdo I: Método de Méxima Parcimonia (MP)

A parcimdnia, dentro de um contexto filogenético, € um método probabilistico que
implica em um modelo evolutivo através de uma simplificacdo de natureza estatistica
(Miyaki et al., 2001). De modo geral, os métodos de parciménia visam a selecdo da(s)
arvore(s) com menor comprimento total, ou seja, aquelas que requerem o menor nimero de
passos para explicar um determinado conjunto de caracteres (Swofford et al., 1996). Neste
sentido, obviamente, a arvore que minimiza o numero total de passos também minimiza a
ocorréncia de homoplasias.

Neste tipo de analise, antes de mais nada, os sitios informativos devem ser
selecionados. Isto porque nem toda variabilidade é til para este método (afinal, sitios que
apresentam variacdo em apenas uma sequéncia, adicionardo um passo para qualquer uma
das arvores consideradas). De modo geral, para ser informativo, o sitio deve dividir as
OTU’s em pelo menos dois grupos, cada qual com no minimo dois representantes.

A proxima etapa consiste em inferir, para cada uma das arvores possiveis e de
acordo com o algoritmo escolhido, o nimero total de substituicbes em cada sitio
informativo e soma-las entre si. Neste ponto, aguela arvore que apresentar 0 menor
comprimento é escolhida como sendo a mais parcimoniosa. Muitas vezes, entretanto, mais
de uma arvore pode apresentar 0 comprimento minimo e, neste caso, MiYAKI et al. (2001)
recomenda a consideracdo conjunta na interpretacéo final dos resultados.

Uma critica constante aos métodos de parcimonia refere-se a sua auséncia de
modelos evolutivos explicitos. Entretanto, a parcimonia adota determinadas hipoteses, que,
uma vez violadas, afetam enormemente a consisténcia deste método (SwoOFFORD et al.,
1996). Entre estas situacdes destacam-se aqueles casos em que o conjunto de dados
apresenta uma quantidade relativamente grande de homoplasias, quando comparada ao
namero de sitios informativos. Outro problema freqliente envolve a ocorréncia de taxas
evolutivas heterogéneas entre os ramos periférios, quando OTU’s com taxas evolutivas
semelhantes tendem a ser agrupadas. MivAKI et al. (2001) sugerem, para estes casos, a
adicdo de novas OTU’s cujos ramos se liguem aos ramos maiores e 0s subdividam. Uma

outra limitacdo deste método diz respeito ao fato de que, a menos que a taxa de
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substituicOes apresentada pelas seqliéncias seja realmente pequena, o numero total de
mudancas evolutivas sera subestimado, uma vez que eventos de substituicdo maltipla ndo
sdo considerados (SWOFFORD et al., 1996).

b) Critério de Otimizacdo Il: Métodos Probabilisticos ou Método de Maxima
Verossimilhanca (MV)

Métodos probabilisticos sdo aqueles métodos de inferéncia filogenética que buscam
reconstituir a arvore com maior verossimilhanca, a partir de um determinado conjunto de
caracteres  (PEREIRA et al.,, 2001). Para isto, diversos parametros, como taxa de
substituicdo entre nucleotideos, freqliéncia de bases, etc., sdo estimados diretamente a
partir dos dados e utilizados na escolha do modelo evolutivo apropriado, bem como no
calculo da probabilidade de que uma determinada historia evolutiva tenha dado origem ao
conjunto de caracteres observados (NEI & KUMAR, 2000). Assim, a topologia e o
comprimento dos ramos de uma arvore sdo individualmente maximizados, de forma que a
historia mais consistente €, finalmente, adotada.

Este método apresenta algumas vantagens importantes em relagdo aos demais,
como o fato de apresentar menor variancia e ser, desta forma, menos afetado por erros de
amostragem. Além disso, trata-se de um método muitas vezes mais consistente que a
parcimonia, uma vez que considera a varia¢cdo no tamanho dos ramos durante a avaliacdo
das diferentes arvores (SWOFFORD et al., 1996). Os métodos probabilisticos possibilitam,
ainda, o emprego de diversos modelos evolutivos diferentes no célculo das probabilidades
de substituicdo entre 0s nucleotideos e na estimativa do comprimento dos ramos da arvore.
Assim, existem modelos que consideram apenas a taxa de substituicdo geral, enquanto
outros consideram as taxas de transi¢do e transversao, a freqtiéncia de cada nucleotideo, e
até mesmo a heterogeneidade nas taxas evolutivas de diferentes sitios (PEREIRA et al.,
2001). A escolha e a aplicagdo destes modelos, entretanto, requerem a inferéncia de
determinados parametros, o que deve ser feito a partir das proprias seqiiéncias. Este
procedimento requer um cuidado adicional, uma vez que a consisténcia do método de
maxima verossimilhanca é enormemente limitada pela veracidade do modelo adotado
(SwoFFORD et al., 1996), que pode ser escolhido mediante 0 uso de programas como o
ModelTest (SCHNEIDER, 2002).

Para calcular a probabilidade da arvore como um todo, é necessario considerar as

probabilidades de ocorréncia de cada um dos possiveis estados ancestrais de caracteres em
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cada né interno em particular, como uma funcdo da topologia e do tamanho dos ramos
apresentados (SWOFFORD et al., 1996). Segundo PEREIRA et al. (2001), este calculo é feito,
geralmente, segundo um critério ndo-ordenado, e de acordo com o modelo evolutivo
escolhido.

Portanto, Maxima Parciménia e Maxima Verossimilhanca sdo métodos anéalogos
entre si, uma vez que ambos buscam reconstruir a arvore que melhor representa a historia
evolutiva de um determinado conjunto de OTU’s. Suas maiores diferencas, neste caso,
dizem respeito ao fato de que, contrariamente a verossimilhanca, a parciménia
desconsidera o comprimento dos ramos durante a estimativa do custo de uma determinada
mudanca, a0 mesmo tempo que analisa apenas a solucdo mais simples, e ndo o conjunto de
solucdes (SWOFFORD et al., 1996).

Uma variante desta analise de MYV, recentemente introduzida no cenério
filogenético, é a Anélise Bayesiana. Neste caso, novamente o0 modelo evolutivo é escolhido
e o programa busca as melhores arvores que sejam consistentes, tanto com o modelo,
guanto com os dados brutos (HOLDER & LEwis, 2003). Neste caso, entretanto, ao invés de
buscar a arvore que maximiza a probabilidade de observar-se os dados, dada a arvore,
busca-se a arvore que maximiza a probabilidade de observar-se a arvore, dados os dados e
0 modelo evolutivo (HALL, 2001). Outra diferenca marcante em relacdo a MV, segundo
este mesmo autor, € que a Analise Bayesiana procura 0 melhor conjunto de arvores, ao
invés da melhor arvore, percorrendo, assim, o cenério das melhores arvores possiveis. Seu
resultado é, portanto, um conjunto de arvores que o programa repetidamente encontrou em
suas buscas independentes, o que constitui 0 método MCMC (Markov Chain Monte
Carlo). Para isto, a partir de uma arvore inicial, novos estados (mudancas de posi¢cdo ou
comprimento de ramos) sdo propostos, e suas probabilidades, com relagcdo aos estados
anteriores, calculadas (0 que constitui a probabilidade a posteriori), em cada geracdo do
MCMC; um ndmero aleatorio entre 0 e 1 é tomado e, se 0 numero for menor que a
probabilidade calculada, o novo estado é aceito, enquanto que, se 0 numero for maior, o
novo estado é descartado. Isto faz com que arvores mais verossimeis tenham uma maior
probabilidade de ser aceitas. A medida que o nimero de geracdes aumenta, O Processo
converge em um pequeno conjunto de arvores com probabilidades muito semelhantes, cuja
opcdo de escolha ou rejeicdo € meramente aleatoria. Finalmente, quando o processo

termina, pode-se optar pela construcdo da arvore consenso entre todas as Aarvores
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analisadas, a partir de um determinado limiar de arvores com menor probabilidade, ou
considerar a freqiéncia com que uma determinada arvore foi encontrada como um sério

indicativo de sua probabilidade, escolhendo, por fim, a arvore mais provavel.

c) Critério de Otimizacdo I11: Método de Evolu¢do Minima (EM)

O método de Evolugdo Minima utiliza-se das distancias apresentadas pelas
diferentes sequéncias para a obtencdo da melhor filogenia, que é avaliada segundo critérios
de minimizacdo da soma dos valores absolutos dos comprimentos dos ramos (S)
(SWOFFORD et al., 1996).

Na pratica, entretanto, o calculo do somatério do comprimento dos ramos para
todas as arvores possiveis € muito trabalhoso. Para diminuir este problema, este critério de
otimizacdo é, geralmente, associado a algoritmos heuristicos, como NJ (Neighboor
Joining), o que acaba produzindo 6timos resultados. Alternativamente, pode-se promover
rearranjos a partir da arvore obtida por NJ, de forma a obter arvore ainda melhores.

d) Métodos geométricos ou Métodos de Distancia

Os métodos geométricos abrangem todos aqueles algoritmos fundamentados na
comparagdo quantitativa de seqliéncias alinhadas de nucleotideos ou aminodcidos. Esta
quantificacdo €, entdo, expressa na forma de distancias, que podem ser utilizadas para a
inferéncia de filogenias. Portanto, os metodos geométricos reduzem a informacéo
armazenada nas sequiéncias a estimativas de distancia entre elas e trabalham com essas
distancias para a reconstrugdo direta da arvore final.

Determinadas técnicas, como por exemplo a hibridizacdo DNA-DNA, ndo
oferecem alternativas ao uso deste método. Para 0s demais dados, entretanto, os métodos
de distancia constituem-se em alternativas eficazes para o uso de modelos evolutivos, sem
as complicagdes praticas associadas aos métodos probabilisticos (SWOFFORD et al., 1996).
Sua maior limitagdo, neste caso, diz respeito a perda de informacGes implicada na
transformacéo dos dados em medidas de distancia.

Encontram-se disponiveis atualmente um grande nimero de modelos para o célculo
das distancias existentes entre seqiiéncias de DNA ou de aminoacidos. Entretanto, a
escolha do modelo adequado deve ser cuidadosamente executada de forma que se possa
esclarecer ndo apenas a histdria filogenética das OTU’s em questdo (recuperando sua
topologia), como também, quando for o caso, o real tempo de divergéncia ou tamanho dos

ramos existentes entre as sequéncias. Assim, em alguns casos, € recomendavel a utilizacao
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de distancias simples, como a distancia p, que considera apenas a proporcao de posi¢oes
em que as duas seqiiéncias diferem. Quando o valor de p ultrapassa o limite de 0,2 (NEI &
KUMAR, 2000), entretanto, pode ser aconselhavel a utilizacdo de modelos mais complexos,
que levem em conta, por exemplo, as substituices multiplas, a razdo de transi¢cdes e
transversdes, a frequéncias de bases apresentadas pelas diferentes sequéncias, a taxa de
transicOes entre purinas e entre pirimidinas, e a heterogeneidade entre as taxas evolutivas
apresentadas por diferentes sitios.

Russo et al. (2001) recomenda que, para a estimativa de topologias, se utilize o
modelo mais simples possivel, uma vez que a varidncia associada a distancia é
proporcional ao numero de parametros considerados. Por outro lado, 0s mesmos autores
defendem o uso de uma distancia ndo viciada, fundamentada no modelo evolutivo real,
para a estimativa do tamanho dos ramos.

As maiores dificuldades na inferéncia de distancias ocorrem na presenca de gaps de
alinhamento ou mesmo varia¢Ges de comprimento terminal entre as seqiiéncias analisadas.
Muitas vezes 0s gaps sao considerados como a quinta base ou o vigesimo-primeiro
aminoéacido. Este procedimento, entretanto, ndo é apropriado, pelo fato de que os eventos
responsaveis pela substituicdo de bases sao diferentes daqueles que levam a insercGes e
delecdes. Alternativamente, pode-se optar pela omissao destes dados na analise. Nestes
casos, a delecdo pode ser executada apenas nas comparagdes afetadas pelos gaps, ou em
todas as sequéncias consideradas. SWOFFORD et al. (1996) recomenda a utilizagédo do
primeiro procedimento em casos de gaps curtos e distribuidos aleatoriamente, e do
segundo quando a ocorréncia de gaps é concentrada em determinadas regifes que, por
serem menos restritas seletivamente, apresentam taxas evolutivas mais altas.
Particularmente, neste Gltimo caso, a utilizacdo diferencial da informacdo armazenada
nestes pontos pode enviesar a analise. Para as ocorréncias de variacdo de comprimento
terminal entre as seqiiéncias, o segundo tratamento descrito deve ser utilizado.

Apds a obtencdo das distancias apropriadas, é necessario optar por diferentes
algoritmos de reconstrugdo que as utilizem na obtencdo de uma filogenia. O algoritmo
mais utilizado, neste caso, € o NJ (Neighbor Joining).

NJ € um algoritmo heuristico, fundamentado na analise de dados aditivos, que
sigam ou ndo o reldégio molecular (SWOFFORD et al., 1996). Segundo Russo et al. (2001),

este método assume o critério de evolu¢do minima, no qual a &rvore com menor soma total
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dos ramos é procurada. Neste caso, a partir de uma politomia inicial, é procurado o par de
vizinhos que minimize a soma total dos ramos da arvore. Este par representa, entdo, a
primeira bifurcacdo da arvore, passando a ser tratado como uma OTU Unica. A seguir, 0
proximo par que minimize a soma total dos ramos da arvore é procurado, até que, por fim,
a filogenia se encontre completamente resolvida. Embora este algoritmo seja um pouco
mais lento que 0 UPGMA, ele apresenta a grande vantagem de ndo depender da ocorréncia
de taxas constantes de evolucao.

Segundo KUMAR (1996), este método quase sempre produz a mesma topologia que
a Evolucdo Minima, desde que as diferencas entre as sequéncias sejam suficientemente
grandes e o numero de nucleotideos em cada sequiéncia seja razoavel (maior do que 500
pb). NEI et al. (1998) mostraram, ainda, que este método produz, geralmente, conclusdes
muito similares aquelas obtidas com algoritmos temporalmente mais dispendiosos, desde

que a divergéncia entre as OTU’s seja pequena.

3.2.7.6 Testes de Confianga em Topologias

Apbs o cladograma ter sido construido, é importante obter uma estimativa da
confiabilidade inerente a cada um dos seus agrupamentos. Existem uma série de testes que
buscam mensurar a informacdo contida nos cladogramas, de forma a fornecer resultados

que permitam escolher entre filogenias alternativas. Entre estes destacam-se:
a) Indice de Consisténcia (ci)

Este teste busca obter uma estimativa do nimero de eventos homoplasicos para um

determinado carater ou cladograma (AMORIM, 1997), através da seguinte equagao:

ci= M

S

Onde: - m = ndmero minimo de passos que um carater ou conjunto de caracteres pode exibir em
um cladograma
- s = nimero efetivo de passos ocorridos durante a evolucdo do carater ou presentes no

cladograma
Assim, se o indice de consisténcia do carater ou cladograma considerado for igual a
1,0, ndo ocorreram homoplasias no decorrer de sua evolucdo. Por outro lado, segundo
AMORIM (1997), se o indice de consisténcia for menor que 0,4, a possibilidade de
ocorréncia de erros durante a analise dos dados deve ser considerada.
A maior limitag&o deste teste consiste no fato de que seus valores néo séo alterados
com a posicdo que as condi¢bes apomorficas ocupam no cladograma, ou seja, se Sdo
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sinapomorfias ou autapomorfias. Outro problema freqliente é que, em geral, os valores de
ci decrescem com o aumento no numero de OTU’s consideradas para cada caracter
(O"GRADY et al., 2001), embora este efeito ndo tenha sido detectado por estes autores

mediante a utilizacdo de dados citogenéticos.
b) indice de Retencéo (r)

Este indice busca mensurar a fracdo de sinapomorfias aparentes em relagcdo as
sinapomorfias verdadeiras, levando em consideracdo 0 numero maximo possivel de
surgimentos de um carater em um determinado cladograma (g) (AMORIM, 1997). Sua

férmula é expressa pela equacéo:

R= g-s
g-m

Assim, r = 0 quando todos os eventos correspondem a autapomorfias, homoplasicas
ou ndo (g = s), enquanto que r = 1 quando ndo ocorreram homoplasias e nem
autapomorfias (s = m). Por outro lado, quando pelo menos um carater for sujeito a
homoplasias e pelo menos um de seus aparecimentos for sinapomorfico para algum nivel,
0 <r <1, sendo que r é inversamente proporcional a amplitude de ocorréncia de eventos
homoplasicos.

DESALLE (1992a) destaca que os indices de retencdo sdo mais importantes que 0s
indices de consisténcia na verificacdo dos niveis de homoplasia, embora também haja uma

correlacdo negativa de r com o nimero de OTU’s envolvidos na analise.
c) Bootstrap

Trata-se de um teste de confianca que revela a consisténcia interna dos dados, cuja
base consiste em reamostragens pseudoaleatérias com reposicdo dos dados originais
(Russo et al., 2001). A cada reamostragem, o numero total de dados mantém-se constante,
e, a partir destes, uma arvore-réplica é construida. Os valores de bootstrap sdo as
porcentagens de casos nos quais cada grupo apareceu nas arvores resultantes. Com base
nestes resultados, o programa PAUP mostra a topologia consenso de todas as arvores-
réplicas, enquanto o programa MEGA apenas acrescenta a arvore original (construida com
100% dos dados) o percentual com que cada agrupamento apareceu nas réplicas.
Alternativamente, neste Gltimo caso, pode-se optar por apresentar a filogenia consenso de

bootstrap sob a regra da maioridade dos 50%, na qual todos os ramos com valor de
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bootstrap menor do que 50% sdo colapsados em uma politomia basal (O’GRADY et al.,
1998).

Este teste apresenta resultados positivos quando aplicado tanto a arvores de
distancia, quanto de parcimoénia ou verossimilhanga. Entretanto, segundo Russo et al.
(2001), a confiabilidade a ser depositada neste teste depende da consisténcia do modelo
utilizado na construcdo da topologia. Segundo esta mesma autora, se o método for
consistente, os valores de bootstrap podem ser considerados uma subestimativa da
probabilidade do ramo considerado ser verdadeiro, devido a comum ocorréncia de sitios
“contraditorios”.

Segundo Russo et al. (1995), entretanto, medidas de bootstrap levam, geralmente,
a uma subestimativa da confianca estatistica de um dado cluster quando um grande nimero
de seqliéncias é considerado, principalmente em casos de analise de OTU’s proximamente
relacionadas. Além disso, segundo PELANDAKIS et al. (1991), quando as arvores sao
construidas com base em sequéncias de nucleotideos relativamente curtas, este teste de
confianca pode revelar-se muito severo, uma vez que embasa-se em uma redundancia
informativa. Outras vezes, segundo 0 mesmo autor, os baixos valores de bootstrap podem
ocorrer devido a presenca de ramos internos muito curtos, ndo claramente significativos,
que ocorrem devido a dicotomizacgéo sucessiva e rapida ou até mesmo devido a eventos de

especiacdo multipla.
d) Nivel de Confianga

Este pardmetro, amplamente utilizado para arvores de distdncia e menos
conservativo que o teste anterior, € calculado com base no erro padrdo do ramo anterior ao
no considerado, de forma a medir a probabilidade de que o tamanho deste ramo seja maior
do que zero. Ele é obtido da seguinte forma:

CN=(1-a)

Segundo Russo et al. (2001), esta técnica € muito eficiente quando o modelo
evolutivo adequado € utilizado. Por outro lado, como seus valores dependem largamente
do erro padrdo obtido, o aumento no ndmero de parametros considerados leva a uma

subestimativa da confianca para aquele no.

e) Indice de Decaimento de Bremer - DI (Bremer, 1994)
Este indice indica o nUmero de mutagdes necessarias em uma arvore de maxima

parcimonia para desarranjar um determinado clado, ou seja, examina o numero de passos
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adicionais ao comprimento da arvore mais parcimoniosa em que o0 clado permanece
resolvido (SCHNEIDER, 2003). Desta forma, valores de DI altos indicam, geralmente, um
elevado suporte para 0 né em questéo.

f) Probabilidade Posterior dos Clados em Anélise Bayesiana

Este indice mede a propor¢do das arvores analisadas pela Andalise Bayesiana em
que um determinado agrupamento apareceu (HALL, 2001). Entretanto, este mesmo autor
aponta que estes valores podem ser considerados uma superestimativa da confiabilidade

dos ramos, de forma que ndo deveriam ser considerados isoladamente.
4 A Sistematica Filogenética e os Processos Evolutivos

A evolucéo biologica ocorre principalmente através dos mecanismos de anagénese
(mudanca direcional dentro de qualquer ramo filético ocasionada pelos fatores evolutivos),
de cladogénese (ramificacdo filogenética devida a eventos de especiacdo causados
principalmente pelos processos de vicariancia e dispersao) e de extin¢do (FUTUYMA, 1997,
AMORIM, 1997). Neste panorama evolutivo, a importancia da evolucao reticulada, que
surge através da migracao entre populages, hibridizacdo entre espécies proximas ou pela
transferéncia horizontal de material genético entre linhagens de organismos, tem-se
revelado cada vez maior (DooLITTLE, 1999; LORETO et al., 2001; HEREDIA, 2002). A
maioria dos cladistas, entretanto, costuma ignorar 0s processos de evolucdo anagenética e
reticulada, o que tem causado, em alguns casos, limitagfes conceituais e até prejuizos
metodoldgicos a Sistematica Filogenética (AMORIM, 1997).

Um exemplo claro deste afastamento cladista em relagéo aos eventos populacionais
é o0 conceito de sinapomorfia, que nédo se aplica a caracteres que sdo polimorficos entre ou
mesmo dentro de populaces. Considerando os dois processos envolvidos na evolucao
destes caracteres (mutacéo e fixacdo por selecdo ou deriva genética), AMORIM (1993) criou
0s termos “sintreptia” e “sinapousia”, para se referir respectivamente ao compartilhamento
de um alelo apomorfico entre OTU’s descendentes, independentemente deste estar fixado
ou ndo e ao compartilnamento da auséncia de um alelo plesiomérfico, tendo em vista uma
condicdo apomorfica conhecida surgida por mutagcdo em uma espécie ancestral. Mais do
que esta limitacdo conceitual, amostragens parciais e incompletas dentro das espécies
analisadas levam a uma subestimativa do grau de polimorfismo apresentado, o que
representa sempre uma perda de informacgdes, pois tanto as sintreptias quanto as

sinapousias correspondem a indicios legitimos de ancestralidade comum exclusiva entre as
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especies. Além do mais, a presenca de polimorfismos esta geralmente envolvida em
padrdes evolutivos de grupos recentes, uma vez que quanto mais antiga for a espécie
ancestral na qual um alelo apomérfico surgiu, mais provavel deve ser que suas espécies
descendentes tenham fixado um ou outro de seus alelos. Com isso, ao ignorar a distingéo
entre sinapousias e sintreptias, a tendéncia € interpretar os casos de fixacdo independente
de alelos iguais como homoplasias. (revisdo em AMORIM, 1997)

Assim, DOWLING et al. (1996) recomenda que a amostra coletada para cada uma
das OTU’s em foco inclua, se possivel, todos os variantes morfoldgico/genéticos e
geogréficos possiveis. Entretanto, quando ndo ha disponibilidade de informacdo sobre a
variacdo intrataxonémica, e a busca desta é inviavel (devido a dificuldades operacionais,
por exemplo), aconselha-se a inclusdo de um volume significativo de dados, o que tende a
reduzir estes desvios metodoldgicos.

Um outro aspecto filogenético que ndo pode ser explicado adequadamente sendo a
luz de um entendimento imparcial da evolucdo bioldgica é o padrdo de assimetria
caracteristico da maior parte dos cladogramas, em que ocorre um numero desigual de
espécies descendentes em cada um dos ramos de um par de grupos-irmaos, sendo que o
grupo menor é também menos varidvel morfologicamente. A compreensdo destas
caracteristicas é simples, quando embasada em um modelo de vicariancia heterometrica,
segundo o qual o grau de assimetria da filogenia é proporcional ao grau de heterometria
das fragmentagdes geograficas, a velocidade de divisdes secundarias em cada uma das
areas menores € a taxa de extin¢do diferencial entre os ramos. As popula¢fes pequenas e
periféricas, que apresentam pouca variabilidade, possuem uma maior probabilidade de
passar por um processo que resulte em extingdo. Inversamente, a populagcdo maior e que
apresenta maior variabilidade tem uma maior probabilidade de gerar, a partir de eventos de
cladogénese posterior, ramos subordinados muito diferentes entre si. (revisdéo em AMORIM,
1997)

Estes sdo exemplos da importancia da extensdo e aplicacdo do raciocinio
anagenético em questdes filogenéticas. Entretanto, casos de evolugdo reticulada tendem a
trazer uma complexidade ainda maior a esse contexto. Normalmente, este mecanismo
evolutivo pode camuflar processos de divergéncia entre linhagens, ou até ocasionar uma
subestimativa do tempo de divergéncia e da distancia entre espécies. Casos de hibridacdo

interespecifica, por exemplo, podem ocasionar a existéncia de sinapomorfias semelhantes e
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simultaneas dentro de taxons diferentes, o que traz dificuldades a analise filogenética
(AMORIM, 1997). A discrepancia entre a filogenia do gene e a dos organismos, neste caso,
deve ser ainda maior quando sdo analisados segmentos ndo-recombinantes, como aqueles
pertencentes ao genoma de organelas (MoriTz & HiLLis, 1996). Como, em geral, os
métodos filogenéticos assumem uma evolucdo ramificada, a aplicacdo dos mesmos para a
analise de casos envolvendo uma evolugéo reticulada produz resultados inesperados e até

desastrosos, se ndo forem considerados criticamente.
4.1 Arvore das OTU’s X Arvore dos genes

Uma arvore filogenética construida a partir de sequéncias de DNA de um
determinado l6cus (a arvore dos genes) ndo concorda, necessariamente, com a arvore que
representa a verdadeira histéria evolutiva das espécies envolvidas (a arvore das espécies).
Entre as principais causas que levam a estas incongruéncias, pode-se destacar 0s erros
amostrais (introduzidos quando o nimero de linhagens ou nucleotideos considerados for
pequeno), a sobrevivéncia estocastica de linhagens génicas ndo-recombinantes, a
duplicacdo e/ou perda estocastica de genes, a transferéncia horizontal e o polimorfismo
ancestral (Aviske et al., 1984; PAMILO & NEI, 1988; POWELL, 1991; PAGE & CHARLESTON,
1997a e b). Todos estes fatores contribuem de forma decisiva, tanto na alteracdo da
verdadeira topologia das relagdes existentes entre as espécies, quanto na inferéncia do
comprimento dos seus ramos. Desta forma, segundo estes autores, as substituicdes
nucleotidicas deveriam ser consideradas como caracteres apresentados pelos genes, e nao
pelos organismos, afinal, dependendo do conjunto de dados utilizados para construir a
arvore, diferentes relacbes podem aflorar (POweLL, 1991). Nenhuma arvore pode, neste
caso, ser considerada como certa ou errada, uma vez que ela simplesmente reflete
diferentes aspectos da historia das mesmas OTU’s quando diferentes dados sdo utilizados.

A sobrevivéncia estocéstica de linhagens génicas ndo-recombinantes pode ser
fielmente ilustrada pela extingdo diferencial de linhagens de DNA mitocondrial em
populacbes animais, mediante uma variedade de cenarios demograficos (AvViSE et al.,
1984). Neste caso, segundo estes autores, a probabilidade de sobrevivéncia de duas ou
mais linhagens independentes ao longo de G geracGes depende largamente do tamanho da
populacdo fundadora, do tamanho da populacdo em sua capacidade suporte, e da
distribuicdo das frequéncias de progénie sobrevivente (sua média e variancia). Em geral,

esta probabilidade é maior do que 0,9 apenas se 0 numero de geragdes (G) for menor do
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que 0,5n (em que n refere-se ao tamanho da populacdo fundadora), enquanto que a mesma
sera menor do que 0,1 se G for maior do que 4n. Assim, se mais do que 4n geracgoes
transcorreram desde que uma dada espécie ramificou-se, € provavel que toda a divergéncia
apresentada por seu DNA mitocondrial seja posterior ao evento de especiacdo; por outro
lado, em uma espécie derivada a menos do que 0,5n geragdes, algumas linhagens
mitocondriais certamente serdo anteriores a sua separacao do estoque ancestral, de modo
que, em comparagdes com outros taxa, é possivel que algumas destas OTU’s apresentem-
se poli ou parafiléticas (AviSE et al., 1984). Isto acrescenta problemas ao uso do DNA
mitocondrial no estudo das relagdes filogenéticas entre espécies proximamente
relacionadas.

Quando existe polimorfismo alélico dentro das espécies, uma arvore construida a
partir de sequéncias de DNA de um dado l6cus pode ser bastante diferente da arvore das
espécies que o portam, desde que os eventos de surgimento dos diferentes alelos sejam
anteriores aos eventos de especiacdo (POwEeLL, 1991). Este quadro é agravado, ainda, nos
casos em que o tempo de divergéncia entre as diferentes espécies é curto ou quando o
tamanho efetivo de suas populagdes é grande (PAMILO & NEI, 1988).

Desta forma, P, a probabilidade de que a arvore génica apresente a mesma
topologia que a arvore das espécies, cresce proporcionalmente ao tempo evolutivo
implicado desde o inicio da separacdo das espécies, de forma que, se o tempo de
divergéncia entre os taxa envolvidos for grande em relagcdo ao seu tamanho populacional, a
probabilidade da arvore génica representar a arvore das OTU’s aproxima-se da unidade
(DESALLE, 1992a). Entretanto, se 0 comprimento de um dos ramos internos for pequeno, P
ndo pode ser substancialmente aumentado, mesmo que o(s) valor(es) apresentado(s) pelos
demais ramos seja(m) maior(es) (PAMILO & NEl, 1988). Portanto, se a arvore das espécies
apresentar um Unico ramo interno curto, a rvore construida a partir de um Gnico gene pode
ser bastante diferente da arvore real das espécies.

Esta probabilidade ndo pode, ainda, ser substancialmente aumentada pelo
acréscimo de outros alelos deste mesmo l6cus, mas sim pelo uso de seqliéncias de muitos

outros lécus que tenham evoluido independentemente (PAMILO & NEI, 1988).
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11 A FAMILIA DROSOPHILIDAE

A familia Drosophilidae € apenas uma das mais de 120 familias de insetos que
compdem a Ordem Diptera, mas encontra-se entre as mais diversas e amplamente

distribuidas. WHEELER (1986) assim sumariza a posi¢do desta familia dentro dos Diptera:

Ordem Diptera
Subordem Nematocera
Subordem Brachycera
Subordem Cyclorrhapha
Diviséo Aschiza
Diviséo Schizophora
Secdo Calyptratae
Secdo Acalyptratae
Superfamilia Ephydroidea
Familia Drosophilidae
Familia Curtonotidae
Familia Canaceidae
Familia Diastatidae
Familia Camilidae
Familia Chloropidae
Familia Tethinidae
Familia Ephydridae
Familia Cryptochetidae

A posicgdo da familia Drosophilidae dentro da superfamilia Ephydroidea foi melhor
analisada por GRIMALDI (1990), com base em caracteres morfoldgicos. Segundo este autor
a familia Drosophilidae € o clado-irmdo da familia Curtonotidae, e que este par compde 0
grupo irméo dos demais Ephydroidea.

Internamente, a familia Drosophilidae apresenta cerca de 3.000 espécies descritas,
distribuidas em mais de 60 géneros, e apenas 2 subfamilias, Steganinae e Drosophilinae
(tabela 1) (WHEELER, 1986). A subfamilia Drosophilinae € composta, atualmente, por 35

géneros, dentre 0s quais destaca-se o género Drosophila.
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Tabela 1 — Classificacdo de 52 dos 60 géneros pertencentes a familia Drosophilidae

em suas respectivas subfamilias. O nimero de espécies apresentado por cada tdxon esta

indicado entre parénteses. [Retirado de WHEELER (1986)].

Géneros da subfamilia Steganinae

Géneros da subfamilia Drosophilinae

1 — Acletoxenus (4)

2 — Amiota (92)

3 — Cacoxenus (11)

4 — Electrophortica (1)

5 — Eostegana (4)

6 — Gitona (16)

7 — Leucophenga (158)

8 — Luzonimya (1)

9 — Mayagueza (1)

10 — Paraleucophenga (3)
11 — Pararhinoleucophenga (1)
12 — Pseudiastata (8)

13 — Pyrgometopa (1)

14 — Rhinoleucophenga (12)
15 — Soederbomia (1)

16 — Stegana (65)

17 — Trachyleucophenga (1)

18 — Ateledrosophila (2) 36 — Mycodrosophila (73)
19 — Baeodrosophila (4) 37 — Neorhinoleucophenga (4)
20 — Calodrosophila (1) 38 — Neotanygastrella (16)

21 — Celidosoma (1) 39 — Nesiodrosophila (6)

22 — Chymomyza (33) 40 — Nudidrosophila (5)

23 — Cladochaeta (20) 41 — Paraliodrosophila (4)

24 — Dettopsomyia (10) 42 — Paramycodrosophila (10)
25 — Diathoneura (29) 43 — Phorticella (13)

26 — Dicladochaeta (1) 44 — Samoaia (7)

27 — Drosophila (1467) 45 — Scaptomyza (226)

28 — Drosophilella (6) 46 — Sphaerogastrella (3)

29 — Grimshawomyia (2) 47 — Sphyrnoceps (1)
30 — Hypselothyrea (17) 48 — Styloptera (3)

31 — Jeannelopsis (1) 49 — Tambourella (3)
32 — Liodrosophila (44) 50 — Titanochaeta (11)
33 — Lissocephala (20) 51 — Zaprionus (22)
34 — Marquesia (2) 52 — Zygothrica (65)

35 — Microdosophila (33)

Obs.: QOito dos sessenta géneros da familia ndo estdo incluidos nesta tabela, uma

vez que sua localizagdo permanece incerta.

1 O Género Drosophila

O género Drosophila composto por 15 subgéneros e mais de 1.400 espécies, perfaz,

sozinho, quase metade das espécies da familia, apresentando uma ampla e diversa

distribuicdo (tabela 2) (WHEELER, 1986). Esta diversidade, entretanto, a0 mesmo tempo

que fornece diversas oportunidades de investigacdes acerca de padrdes evolutivos, impde

uma série de desafios taxondmicos e filogenéticos.
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Tabela 2 — Apresentacdo dos quinze subgéneros que compdem 0 género
Drosophila, com os respectivos numeros de espécies situados entre parénteses. [Retirado
de WHEELER (1986)].

Subgéneros do género Drosophila

1 — Antopocerus (15)
2 — Chusqueophila (1)
3 — Dichaetophora (7)

4 — Dorsilopha (1)
5 — Drosophila (759)
6 — Dudaica (1)

7 — Engiscaptomyza (6)
8 — Hirtodrosophila (112)
9 — Lordiphosa (13)
10 — Phloridosa (7)

11 — Psilodorha (2)

12 — Scaptodrosophila (184)
13 — Siphlodora (2)

14 — Sophophora (233)
15 — Spinodrosophila (1)

Dentre estes 15 subgéneros, pode-se destacar, pela diversidade apresentada, 0s
subgéneros Sophophora e Drosophila. O subgénero Sophophora, estabelecido por
STURTEVANT (1939), compreende 233 espécies, subdivididas em 7 grupos, dentre os quais
destacam-se 0s grupos melanogaster, obscura, saltans e willistoni.

O grupo melanogaster é formado por 174 espécies (ASHBURNER et al., 1984),
classificadas em doze subgrupos: grupo ananassae, montium, elegans, ficusphila,
eugracilis, takahashii, suzuki, denticulata, flavohirta, nipponica, rhopaloa e melanogaster.
Todos estes taxons agrupam-se, segundo ASHBURNER et al. (1984) e KASTANIS et al.
(2003) (mediante analise cromossdmica e de DNA mitocondrial, respectivamente), em trés
clados principais: (1) subgrupo ananassae, apresentado por KASTANIS et al. (2003) como o
mais primitivo dentro do grupo; (2) subgrupo montium; (3) subgrupo melanogaster e

demais subgrupos Orientais analisados (elegans, eugracilis, ficusphila, suzukii e
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takahashii). Dentre todos estes representantes, D. ananassae (grupo ananassae), D.
kikkawai (grupo montium), D. simulans e D. melanogaster (grupo melanogaster)
apresentam uma distribuicdo quase que cosmopolita. A origem deste grupo ocorreu,
provavelmente, na regifo sul da Asia (THROCKMORTON, 1975).

O grupo obscura é constituido por um total de 35 espécies descritas (BARRIO &
AYALA, 1997), tradicionalmente divididas entre os subgrupos obscura, com representantes
Neérticos e Palearticos, e affinis, com espécies primariamente Nearticas (STURTEVANT,
1942). Alguns trabalhos (LATORRE et al., 1988; BARRIO et al., 1992; BARRIO & AYALA,
1997), entretanto, defendem a posi¢cdo de que os representantes Nearticos do subgrupo
obscura deveriam ser elevados de categoria, constituindo o subgrupo por eles denominado
pseudoobscura, filogeneticamente proximo do subgrupo affinis (BARRIO & AYALA, 1997).
Adicionalmente, BARRIO et al. (1992, 1994), BARRIO & AYALA (1997) e O"GRADY (1999)
afirmaram que o restante do subgrupo obscura também formaria um grupo polifilético,
constituido de espécies largamente divergentes, que deveriam ser subdivididas em dois
taxa [irmdos entre si, segundo O"GRADY (1999)]: um mantendo o nome do subgrupo e a
maioria das espécies; o outro compondo um novo clado, o subgrupo subobscura. Além
disso, segundo alguns autores (BARRIO et al., 1992), um grande numero de espécies
africanas recentemente descritas (TSACAS et al., 1985) constituiriam o quinto subgrupo do
grupo obscura, 0 subgrupo microlabis, formado por espécies exclusivamente
Afrotropicais. THROCKMORTON (1975) aponta evidéncias de que este grupo tenha se
originado nos tropicos do Velho Mundo, a partir de uma linhagem proto-melanogaster,
seguida de uma adaptacdo a ambientes temperados.

Os grupos saltans e willistoni representam a radiacdo do subgénero Sophophora
ocorrida no Novo mundo. O grupo saltans é formado por um total de 21 espécies descritas,
divididas em cinco subgrupos listados em ordem ascendente a partir do mais primitivo,
segundo as relacdes estabelecidas por THROCKMORTON & MAGALHAES (1962) - a partir de
uma variedade de caracteres morfologicos - e O’GRADY et al. (1998) - com base na anélise
molecular combinada de quatro loci: cordata, elliptica, sturtevanti, parasaltans e saltans.
Seu provavel local de origem sdo os trépicos da América do Norte (THROCKMORTON,
1975), onde os subgrupos cordata e elliptica sdo encontrados. Entretanto, segundo
RODRIGUEZ-TRELLES et al. (1999), cuja analise molecular do gene Xdh foi particularmente

informativa, o subgrupo parasaltans ocuparia a posicdo mais basal dentro do grupo
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saltans, seguido, em sucessdo progressiva, pelos grupos sturtevanti, elliptica, cordata e
saltans, o que transfere o local de origem do grupo para os tropicos da América do Sul. Ja
o grupo willistoni é formado por 25 espécies, divididas em dois subgrupos: willistoni e
bocaiensis. Dentro do subgrupo willistoni encontram-se agrupadas as seis espécies
cripticas de D. willistoni, que sdo: D. willistoni, D. equinoxialis, D. paulistorum, D.
pavlovskiana, D. tropicalis e D. insularis. Além disso, este grupo é, ainda, caracterizado
pela presenca de seis semispécies de D. paulistorum, de forma que, ao final, pode-se dizer
que o grupo willistoni € um complexo de diversos niveis taxondmicos. As relacdes
filogenéticas dentro do grupo, especificamente dentro do subgrupo willistoni, foram
raramente estudadas. Entre as excec¢des, pode-se destacar o trabalho de AYALA et al.
(1974), com base em diferenciacdo aloenzimatica, e a analise molecular de GLEASON et al
(1998), a partir dos genes Per, Adh e COI. As evidéncias apresentadas neste ultimo
trabalho apontam a seguinte ordem de divergéncia dentro do subgrupo willistoni, a partir
da espécie mais primitiva: D. insularis, D. tropicalis, D. willistoni, D paulistorum e D.
equinoxialis. Neste caso, embora o conceito bioldgico de espécie situe D. pavlovskiana
como uma espécie diferente, filogeneticamente, este taxa seria mesclado a D. paulistorum.
THROCKMORTON (1975) argumenta que a origem deste grupo deve ter ocorrido na América
do Sul, talvez apds uma migracao a partir da América do Norte.

O subgénero Drosophila, por outro lado, é o maior representante da familia
Drosophilidae em regides Neotropicais, com 25 grupos de espécies (VAL et al., 1981).
MALOGOLOWKIN (1953) e THROCKMORTON (1975) dividiram as espécies do subgénero
Drosophila em duas linhagens principais: a secdo virilis-repleta e a se¢do quinaria-
tripunctata, além do grupo funebris, basal em relacdo a ambas as se¢fes. A secao virilis-
repleta é formada por 15 grupos: polychaeta, virilis, melanica, carbonaria, flavopilosa,
bromeliae, xanthopallescens, repleta, mesophragmatica, castanea, canalinea, dreyfusi,
annulimana, bem como os grupos desérticos nannoptera e peruviana. Ja a secdo quinaria-
tripunctata € constituida por 9 grupos, a maioria dos quais altamente abundante em regides
Neotropicais: quinaria, immigrans, macroptera, tripunctata, cardini, guarani, calloptera,
pallidipennis e rubrifrons.

O grupo mesophragmatica, pertencente a secdo virilis-repleta do subgénero
Drosophila, foi estabelecido por BRNCIC & KOREF-SANTIBANEZ (1957). Este grupo,

proximamente relacionado aos grupos castanea, canalinea e dreyfusi (THROCKMORTON,
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1975), ou aos grupos repleta, dreyfusi e canalinea (TATARENKOV & AYALA, 2001)
compreende atualmente 9 espécies predominantemente andinas (VAL et al., 1981). Todas
estas espécies sao morfologicamente bastante similares e algumas delas, como D. gaucha e
D. pavani, sdo espécies cripticas, indistinguiveis mediante a inspecdo de caracteres
morfolégicos, inclusive analise da genitalia externa (BRNCIC, 1958). Segundo este mesmo
autor, estas duas especies, quando intercruzadas, produzem, geralmente, hibridos estéreis,
enquanto que do cruzamento entre D. altiplanica e D. orkui, eventualmente, fémeas
hibridas férteis sdo produzidas. NACRUR (1958) dividiu este grupo em dois subgrupos, com
base em sua morfologia externa e na estrutura da sua genitalia masculina: subgrupo a,
constituido por D. pavani, D. gaucha, D. mesophragmatica, D. altiplanica e D. orkui; e
subgrupo b, formado por D. viracochi. Entretanto, BRNCIC et al. (1971), através da analise
de placas metafésicas e cromossomos politénicos, sugere trés caminhos evolutivos diversos
dando origem aos atuais representantes do grupo: o primeiro originando D.
mesophragmatica, D. brncici e D. gasici, o segundo envolvendo D. viracochi e o terceiro
levando a D. gaucha e D. pavani.

O grupo flavopilosa, outro membro da secdo virilis-repleta, foi originalmente
estabelecido por WHEELER et al. (1962), como incluindo D. flavopilosa e mais 13 novas
especies exclusivamente Neotropicais. De acordo com THROCKMORTON (1975), este grupo
é derivado da radiacdo repleta ou, entdo, da radiacdo que levou aos grupos bromeliae e
peruviana, grupos estes que, segundo ele, formam uma ligacdo entre as linhagens
nannoptera e repleta. As espécies do grupo flavopilosa caracterizam-se por apresentarem
uma ecologia bastante restrita, muitas vezes associada, necessariamente, a flores do género
Cestrum (Solanaceae) (BRNcIC, 1978). Este grupo € composto, atualmente, por 11 espécies
descritas (VILELA, 1984), tradicionalmente subdivididas em dois subgrupos (WHEELER et
al., 1962): subgrupo flavopilosa, que apresenta D. acroria, D. crossoptera, D. lauta, D.
cordeiroi, D. cestri e D. flavopilosa; subgrupo nesiota, que inclui D. incompta, D. melina,
D. nesiota, D. gentica e D. mariahelenae.

Outros grupos de sumaria importancia pertencentes a segdo virilis-repleta sdo os
grupos virilis e repleta. O grupo virilis € composto por 13 espécies, das quais apenas D.
virilis apresenta uma distribuicdo que se estende até a regido Neotropical (VAL et al.,
1981). Este grupo encontra-se, atualmente, subdividido em quatro clados, que segundo

NURMINSKY et al. (1996) equivalem a categoria de subgrupos de espécies: o clado virilis,
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que inclui D. virilis, D. lummei, D. novamexicana, D. texana e D. americana; o clado
montana composto por D. montana, D. lacicola, D. flavomontana e D. borealis; o clado
littoralis, formado por D. littoralis, D. ezoana e D. canadiana; e o clado monotipico
kanekoi, composto apenas por D. kanekoi. J& o grupo repleta, um dos maiores dentre todos
0s grupos do género Drosophila, é composto, atualmente, por 91 espécies (DURANDO et
al., 2000), cuja distribuicdo é tipicamente Neotropical (VAL et al., 1981). THROCKMORTON
(1975) associou a diversificacdo do grupo com o desenvolvimento dos desertos
Americanos. Este grupo é subdividido em 5 subgrupos, listados em ordem ascendente a
partir do mais primitivo (TATARENKOV & AYALA, 2001): fasciola, mercatorum, repleta,
mulleri e hydei. Cada um destes subgrupos foi, ainda, subdividido em complexos e clusters
de espécies. O subgrupo mulleri, por exemplo, € composto por 5 complexos de espécies
(mulleri, buzzatii, eremophila, meridiana e anceps). Entretanto, DURANDO et al. (2000)
ndo foi capaz de suportar a monofilia do subgrupo mulleri, que apresentou-se como um
agrupamento parafilético em sua analise.

Dentro da outra se¢do do subgénero Drosophila, a secdo quinaria-tripunctata, um
lugar de destaque € reservado ao grupo tripunctata (MALLOGOLOWKIN, 1953 e
THROCKMORTON, 1975). Este grupo foi proposto por STURTEVANT (1942), como
composto por D. tripunctata e, duvidosamente, por D. histrio. Desde entdo, muitas outras
especies foram incluidas no grupo, a maioria das quais descritas por FROTA-PESSOA
(1954). Atualmente, o grupo tripunctata encontra-se constituido por 64 espécies (VILELA
& BAcHLI, 2000), todas devidamente classificadas em 1 dos 4 subgrupos propostos por
FROTA-PESSOA (1954), com base em caracteres morfologicos: (1) subgrupo | (7 espécies):
D. angustibucca, D. medioobscurata, D. setula, D. rostrata, D. mediocris, D. platitarsus e
D. neoguaramunu; (2) subgrupo Il (12 espécies): D. paraguayensis (= D. medionotata,
segundo BAcCHLI et al., 2000), D. mediosignata (revalidada por BAcHLI et al., 2000), D.
cuaso (descrita por BAcHLI et al., 2000), D. bodemannae, D. facialba, D. prosimilis, D.
unipunctata, D. roehrae, D. mediodelta, D. mediopunctata, D. medioimpressa e D.
morena; (3) subgrupo Il (23 espécies): D. addisoni, D. bipunctata, D. trapeza, D.
blumelae, D. fairchildi, D. johnstonae, D. converga, D. mediopicta, D. mediopictoides, D.
mediostriata (= D. crocina, segundo VILELA & BAcHLI, 1990), D. paramediostriata, D.
nigricincta, D. bandeirantorum, D. divisa, D. triangula, D. triangulina, D. bifilum, D.
curvapex, D. mesostigma, D. fragilis, D. frotapessoai, D. trifilum e D. trifiloides; (4)
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subgrupo 1V (17 espécies): D. tripunctata, D. loewi, D. metzii, D. albirostris, D. albescens,
D. albicans, D. semialba, D. greerae, D. whartonae, D. mediodiffusa, D. medioparva, D.
pellewae, D. tristriata, D. mediovittata, D. pruinifacies, D. leticiae e D. spinatermina.
Adicionalmente, segundo VILELA (1992) e, posteriormente, VILELA & BAcHLI (2000), as
seguintes 5 espécies também foram designadas ao grupo tripunctata, mas ainda ndo foram
corretamente classificadas: ~ D. argenteifrons, D. hansoni, D. hansonioides, D.
mcclintockae e D. cundinamarca. Exceto por D. tripunctata, que ocorre em regides
Nearticas, todas as demais espécies do grupo tripunctata sdo endémicas da regido
Neotropical, onde o grupo é superado, com relacdo a diversidade de espécies, apenas pelo
grupo repleta (VILELA, 1992). S&o, entretanto, as espécies dominantes nas florestas
Neotropicais chuvosas (VILELA & VAL, 1985). Sequndo THROCKMORTON (1975), 0 grupo
tripunctata encontra-se proximamente relacionado aos grupos rubrifrons, pallidipennis,
sticta, macroptera, cardini, guarani e calloptera, todos representantes de sua proposta
radiacdo tripunctata. De acordo com este autor, este € um grupo a partir do qual, em
diferentes periodos e niveis, outros grupos emergiram.

O grupo cardini, pertencente a esta mesma secéo, foi estabelecido por STURTEVANT
(1942). Atualmente compreendendo 16 espécies de ampla distribuicdo geogréfica nas
Américas (VILELA et al., 2002), este grupo teve suas relacOes analisadas por HEED E
RusseL (1971), que, com base em inversGes cromossdmicas, o dividiram em dois
subgrupos: subgrupo cardini, amplamente distribuido no continente Americano,
apresentando um cluster constituido por D. cardinoides, D. cardini, D. procardinoides, D.
parthenogenetica e D. bedicheki e outro cluster constituido por D. polymorpha, D.
neomorpha e D. neocardini; e subgrupo dunni, que apresenta D. similis bem como as
seguintes espécies exclusivamente insulares: D. arawakana, D. belladunni, D. dunni, D.
negrodunni, D. antillea e D. caribiana. Este grupo é filogeneticamente aparentado aos
grupos calloptera, guarani e tripunctata (THROCKMORTON, 1975), sendo que os limites
entre eles sdo bastante confusos.

Outro grupo de ampla e restrita distribuicdo Neotropical, pertencente a secao
quinaria-tripunctata do subgénero Drosophila, é o grupo guarani. Segundo VILELA &
PEREIRA (1993), este grupo, originalmente reconhecido por DOBZHANSKY & PAVAN
(1943), compreende, atualmente, 13 espécies distintas: D. alexandrei, D. araucana, D.

griseolineata, D. guaraja, D. guaru, D. huilliche, D. limbinervis, D. maculifrons, D.

62



ornatifrons, D. peruensis, D. subbadia, D. tucumana e D. urubamba. KING (1947) atesta
que 0 grupo guarani, entdo com apenas 6 espécies, encontra-se naturalmente dividido em
dois subgrupos: o subgrupo guaramunu constituido por D. maculifrons (= D. guaramunu),
D. griseolineata e D. guaraja; e o0 subgrupo guarani que contém D. ornatifrons (= D.
guarani), D. guaru e D. subbadia. Dentro deste Gltimo subgrupo, especificamente, KING
(1947) relata a obtencdo de hibridos, cujos machos sdo estéreis, nos cruzamentos
envolvendo D. subbadia e D. guaru, enquanto KASTRITSIS (1969), descreve a producdo de
hibridos estéreis em cruzamentos entre D. subbadia e D. ornatifrons. Neste ultimo trabalho
e em KASTRITSIS et al. (1970), entretanto, os autores defendem que estes subgrupos do
grupo guarani devem ser elevados taxonomicamente a categoria de grupos, uma vez que
D. griseolineata e D. maculifrons parecem ser muito mais proximas de alguns membros
do grupo tripunctata do que aos representantes do subgrupo guarani. Recentemente, ROBE
et al. (2002) atestaram, molecular e morfologicamente, a monofilia do subgrupo guarani,
mas ndo conseguiram eficientemente comprova-la para os membros do subgrupo
guaramunul.

Pode-se reservar, ainda, um papel de destaque dentro da se¢do quinaria-tripunctata
do subgénero Drosophila ao grupo immigrans, que, embora apresente uma Unica espécie
(D. immigrans) cuja distribuicdo atinge a regido Neotropical (VAL et al., 1981), possui
uma frequéncia bastante ampla em diversos estados brasileiros. Este grupo é
tradicionalmente subdividido em 6 subgrupos: subgrupo quadrilineata, subgrupo nasuta,
subgrupo lineosa, subgrupo immigrans, subgrupo hypocausta e mais um sexto subgrupo
com espécies de classificacdo incerta (WILSON et al., 1969). Entretanto, segundo
THROCKMORTON (1975), as cerca de 70 espécies “nominais” ja descritas para 0 grupo,
apresentam, ainda, uma taxonomia bastante confusa.

Ecologicamente, todas estas espécies apresentam uma importancia fundamental nas
cadeias saprofiticas dos mais diversos ecossistemas, uma vez que seus estagios imaturos
sdo, na maior parte dos casos, dependentes de organismos fermentadores
(THROCKMORTON, 1975). Alguns representantes da familia Drosophilidae séo parasitas
(género Cladochaeta e alguns membros do género Drosophila) e até mesmo predadores de
insetos em seu estagio larval (REMSEN & O"GRADY, 2002), embora a grande maioria se
desenvolva a partir de fungos, flores, cactos e, principalmente, frutos (NOOR & AKASHI,

2001). Desta forma, ndo apenas a sua variagao morfolégica, mas também sua variabilidade
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ecologica tem atraido a atencdo de inimeros pesquisadores ao longo dos anos. Tudo isto,
aliado ainda as suas facilidades de manutencdo e manipulacdo, ao seu ciclo de vida
relativamente curto, e a riqueza de dados bioldgicos ja acumulados tem transformado estas
espécies em organismos modelo ideais para uma série de estudos bioldgicos,
principalmente no &mbito genético e evolutivo. Pode-se dizer, inclusive, que dos muitos
milhGes de espécies de animais e plantas existentes atualmente, nenhum organismo tem
recebido maior atencdo como organismo experimental quanto Drosophila, que tem
desempenhado um papel central na elucidacdo de inUmeros processos bioldgicos, entre 0s
quais destacam-se aspectos genéticos, evolutivos, moleculares e ontogenéticos. Sem
exagero, pode-se afirmar com convicgdo que o género Drosophila tem sido fundamental na
origem e no subsequente desenvolvimento da genética evolutiva, inaugurando estudos de
biologia evolutiva com interface em ecologia e genética e estreitando o abismo antes
existente entre os estudos fenotipicos e genotipicos, como é claramente mostrado por
NOOR & AKASHI (2001).

Concomitante ao continuo interesse em Drosophila como um organismo modelo,
tem havido um crescente interesse na utilizacdo da biologia comparativa para obtencdo de
um melhor entendimento de uma série de padrBes e processos bioldgicos. Neste contexto,
pode-se dizer que a compreensdo das relacdes filogenéticas dentro da familia
Drosophilidae é fundamental, uma vez que propicia: 1) a analise da histdria evolutiva de
uma grande diversidade de caracteristicas j& conhecidas e estudadas dentro do grupo; 2) a
extrapolacdo ou ndo das eventuais conclusdes obtidas a outros organismos, a partir da
analise do contexto filogenético em questdo; 3) a definicdo prévia das estratégias amostrais
necessarias em qualquer tipo de projeto (POWEL & DESALLE, 1995).

A sistematica de Drosophilidae tem sido objeto de interesse de morfologistas desde
STURTEVANT (1921, 1942). Porém, foi apenas mais recentemente que se obteve uma
representacdo mais concreta da filogenia deste grupo, sendo que sua taxonomia permanece

amplamente controversa.
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2 Filogenia de Drosophilidae
2.1 Estudos Morfologicos

2.1.1 THROCKMORTON (1975)

THROCKMORTON (1975), com base na anélise de caracteres reprodutivos internos,
descreveu parte da filogenia, ecologia e biogeografia do género Drosophila dentro da
familia Drosophilidae. Segundo o mesmo autor, esta familia faz parte da superfamilia
Acalypterae, tendo-se originado, provavelmente, hd 50 milhdes de anos atras, em regides
tropicais do Velho Mundo, a partir de ancestrais que utilizavam fungos crescidos em
folhigo como principal recurso alimentar. Com isso, instala-se um quadro em que, a partir
dos Drosophilidae mais primitivos, a evolucdo ocorreu no sentido de aumentar a
diversidade de substratos utilizados, em uma variedade de habitats, atribuindo sempre uma
maior énfase a utilizacdo de frutos. Este autor afirma, ainda, que a evolucdo da familia
ocorreu, principalmente, através de sucessivas radiacdes, onde se verifica o surgimento de
muitas linhagens a partir de um mesmo nivel filogenético ancestral. No total, teriam sido
cinco radiacGes sucessivas, todas iniciadas antes do final do Eoceno e altamente
influenciadas pela disjuncdo tropical, ocorrida no inicio do Oligoceno, e pela disjuncdo das
Florestas Temperadas, situada no Mioceno Médio. Além disso, THROCKMORTON (1975)
apresenta uma série de subgéneros e géneros surgindo a partir do género Drosophila, que
ocupa, portanto, uma posicdo basal dentro da familia Drosophilidae e um carater
parafilético na taxonomia do grupo. Segundo este autor, as principais radiacfes dentro da

familia sédo:

1 Radiacdo Steganinae

Constituida pelos géneros Leucophenga, Pararhinoleucophenga, Paraleucophenga,
Stegana, Steganina, Oxyphortica, Amiota, Phortica e Gitona, entre outros, esta radiacdo
tem sua principal distribuicdo em regides tropicais, do Novo e do Velho Mundo, embora

alguns de seus representantes (Amiota e Gitona) sejam cosmopolitas.

2 Radiacdo Drosophilinae
Dentre seus representantes, espécies do género Microdrosophila apresentam uma
distribuicdo cosmopolita, enquanto que os membros da Radiagdo Scaptodrosophila séo

primariamente tropicais.
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3 Radiacgéo Scaptodrosophila

Provavelmente ocorrida na Asia Tropical, esta radiagdo é constituida pelos grupos
latifasciaeformis, coracina, victoria e subtilis, entre outros. Segundo THROCKMORTON
(1975), estes dois ultimos grupos, especificamente, apresentam diversas caracteristicas
apomorficas, de forma que sua distribuicdo temperada disjunta € considerada derivada em

relacdo as demais.

4 Radiacdo Sophophora

Esta radiacdo é formada pelos grupos saltans-willistoni (tipicos de regides
Neotropicais), melanogaster (presente nos tropicos do Velho Mundo) e obscura
(distribuido atraves da zona temperada terrestre), bem como pelos géneros Chymomyza,
cosmopolita, e Neotanygastrella, pantropical. Como na radiacdo anterior, as linhagens do
Novo Mundo sdo consideradas derivadas com relagdo as formas do Velho Mundo, de
forma que a radiagdo Sophophora € referida como originada nos trépicos do Velho Mundo,
a partir de ancestrais primitivos pertencentes a radiacao Scaptodrosophila, sendo obscura e

melanogaster os grupos-irmaos que primeiramente se diversificaram.

5 Radiagéo Drosophila
Esta radiacdo é composta primariamente de outras sub-radiacGes, além do grupo
funebris, de distribuicdo primariamente temperada, e de outras duas linhagens distintas e

independentes, Liodrosophila e Hypselothyrea, restritas ao Velho Mundo. S&o elas:
5.1 Radiacéo virilis-repleta

Segundo THROCKMORTON (1975), esta radiacdo iniciou-se nos trépicos do Velho
Mundo, expandindo-se, eventualmente, para 0 Novo Mundo, de forma que o grupo repleta
acaba por tornar-se endémico das Américas. Ainda a partir de migragdes desta linhagem
inicial, surgiram novos taxons, de distribuicdo temperada, entre os quais destacam-se 0s
grupos carsoni, virilis, melanica e robusta. Assim, a radiagdo inicial encontra-se
constituida de uma série de linhagens bastante heterogéneas entre si, entre as quais
destacam-se: 0s grupos polychaeta, carbonaria, tumiditarsus e annulimana, o género
Dettopsomyiae, 0 subgénero Phloridosa, a linhagem temperada ja mencionada, e a
linhagem formada pelos grupos nannoptera, peruviana e bromeliae, cujos ancestrais
acabaram por dar origem a radiacéo repleta. Ja esta inclui as seguintes linhagens: o grupo

andino mesophragmatica, o0 grupo castanea, a linhagem constituida pelos grupos dreyfusi
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e canalinea, e o grupo repleta, formado pelos subgrupos fasciola, mulleri, melanopalpa,

mercatorum e hydei.
5.2 Radiacdo immigrans-Hirtodrophila

Esta radiacéo originou-se e diversificou-se nos tropicos do Velho Mundo, de onde
veio a expandir-se, atingindo os tropicos do Novo Mundo através das linhagens incluidas
na radiacdo tripunctata e Hirtodrosophila e, finalmente, as regides temperadas, na forma
dos grupos quinaria, testacea e melanderi (THROCKMORTON, 1975). O grupo immigrans,
originario do Velho Mundo, e o género Zaprionus, tipicamente africano, entre outros,
também constituem a base desta radiacéo.

Segundo THROCKMORTON (1975) o grupo tripunctata deu origem, em tempos e
niveis diversos, a outros grupos de Drosophila, dentre os quais destaca-se o grupo guarani.
Entre outros grupos originados a partir da radiagdo tripunctata é importante citar o grupo
cardini, com representantes continentais e insulares no Novo Mundo, bem como os grupos
calloptera, pallidipennis, macroptera e rubrifrons.

Ja o subgénero Hirtodrosophila, que constitui-se em outra sub-radiacdo menor
dentro desta radiacdo, é composto pelos grupos duncani, pinicola e melanderi, além dos
géneros Zygothrica, Nesiodrosophila, Mycodrosophila, Paramycodrosophila, Scaptomyza,
do subgénero Dorsilopha e dos drosofilideos hawaianos.

Entretanto, os achados de THROCKMORTON (1975) sdo, muitas vezes, questionados,
devido & inconsisténcia e as contradigdes de alguns de seus resultados quanto a analises
anteriores (GRIMALDI, 1990), bem como devido a auséncia de métodos explicitos e
medidas de suporte para cada relagdo (REMSEN & O GRADY, 2002). Outro ponto relevante
é que Throckmorton mantém, convenientemente, uma série de taxons parafiléticos e,
apesar de suas andlises filogenéticas, ndo propde nenhuma nova classificacdo para
Drosophilidae com qualquer embasamento cladistico, de forma que a taxonomia do grupo
permanece inconsistente com suas relacdes filogenéticas. Além disso, POWEL E DESALLE
(1995), por exemplo, queixam-se que suas arvores sdo extremamente dificeis de
interpretar, uma vez que ndo explicitam os padrdes dicotdbmicos apresentados pelos

cladogramas modernos.
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2.1.2 GRIMALDI (1990)

A partir destas criticas, em 1990 GRIMALDI propds uma nova classificacdo baseada
na analise cladistica de 217 caracteres morfolégicos adultos em mais de 160 espécies
pertencentes a 50 géneros da familia Drosophilidae. Neste tabalho, GRIMALDI diagnostica a
monofilia da familia Drosophilidae e mantém sua tradicional divisdo em duas subfamilias.
Entretanto, com base nos caracteres analisados, este autor atesta que o género Drosophila
é, na verdade, derivado e monofilético e que seus subgéneros, propostos por
THROCKMORTON (1975) e incorporados por WHEELER (1986), Hirtodrosophila,
Scaptodrosophila, Antopocerus, Engiscaptomyza e Lordiphosa deveriam ser considerados
como géneros a parte. Zaprionus, neste caso, representaria 0 grupo-irmdo do género
Drosophila, cujos subgéneros Sophophora e Drosophila seriam clados-irmaos.

Segundo o0 mesmo autor, os drosofilideos Hawaianos, formalmente introduzidos no
subgénero Drosophila, também nédo pertenceriam ao género Drosophila. Mais do que isso,
especies hawaianas de Drosophila e Scaptomyza ndo formariam um grupo monofilético.
Desta forma, ele translocou as espécies de Drosophila hawaianas para um género a parte,
Idiomyia, que constituiria o taxa-irmdo ao clado formado por géneros mic6fagos, inclusive
Hirtodrosophila, que ele nomeou de grupo genérico Zygothrica. J& Scaptomyza, incluindo
suas espécies hawaianas, constituiria um grupo tipicamente monofilético, irmdo ao clado
constituido pelos géneros Drosophila e Zaprionus.

Entretanto, até mesmo os trabalhos de GRIMALDI (1990) sdo constantemente
criticados, devido as inimeras incongruéncias apresentadas com relacdo, tanto a estudos
anteriores quanto a andlises posteriores. Além disso, REMSEN & O"GRADY (2002) afirmam
que a metodologia empregada por Grimaldi foi altamente tendenciosa uma vez que, das
cerca de 30.000 arvores igualmente parcimoniosas geradas por seus dados, ele considerou
apenas cerca de 100, devido as restricdes de memdria e velocidade computacional entdo
existentes. Porém, ha que se ressaltar que o estudo de Grimaldi alcangou uma amostragem

taxonémica ainda ndo superada por qualquer outra tentativa.
2.2 Sistematica Molecular

Pelo fato da familia Drosophilidae ser altamente especiosa, em um grande nimero
de casos ha uma certa insuficiéncia de caracteres morfoldgicos e comportamentais com 0s

quais trabalhar. Neste caso, dados moleculares tem-se mostrado extremamente valiosos,
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uma vez que adicionam inumeros novos caracteres filogeneticamente informativos,
capazes de revelar relagdes previamente obscuras.

Porém, embora estas técnicas tenham resultado em alguma resolucdo, em geral elas
tém sido incapazes de decifrar algumas das mais interessantes politomias filogenéticas, que
foram inferidas com base em dados morfoldgicos e comportamentais. De modo geral e ao
contrario do que se possa imaginar, ha apenas poucas hipoteses filogenéticas para
Drosophilidae baseadas em dados moleculares, sendo estas, em grande parte dos casos,
incongruentes com analises prévias. Além disso, a grande maioria destas filogenias
direcionam-se a resolucdo das relacdes entre espécies proximamente relacionadas dentro
do género Drosophila, havendo ainda uma grande concentracdo de esforcos para o
subgénero Sophophora. Um exame detalhado deste quadro permite dizer que, enquanto
algumas relages filogenéticas dentro de Drosophilidae s&o fortemente suportadas por todo
um conjunto de dados, outras permanecem controversas em todos 0s niveis.

Desta forma, uma série de questdes permanecem em aberto devido a néo-
abordagem ou até mesmo as incongruéncias apresentadas pelos diversos estudos que visam
a resolucdo de uma dada questdo. Isto se deve, principalmente, as diferencas entre a
filogenia do gene x filogenia das espécies ou até mesmo devido as amostragens
divergentes, que impedem a construcdo de uma estrutura filogenética mais confiavel. Na
verdade, nenhum Unico gene foi capaz, até o momento, de produzir uma filogenia

inequivoca para a familia Drosophilidae.
2.2.1 - Os Problemas na Filogenia da familia Drosophilidae

1) Monofilia da subfamilia Steganinae

REMSEN & O’GRADY (2002), ao utilizar representantes da subfamilia
Steganinae (Amiota, Stegana, Rhinoleucophenga e Gitona) como grupo-externo a
sua analise, comprovaram sua monofilia, confirmando o parecer de

THROCKMORTON (1975) e GRIMALDI (1990).

2) Grupos-externos ao género Drosophila

Segundo PELANDAKIS et al. (1991), TATARENKOV et al. (1999a) e
KwiATOWSKI & AYALA (1999), os géneros Scaptodrosophila e Chymomyza
divergiram antes dos demais Drosophilinae, mas nestes trabalhos a ordem correta

de ramificacdo ndo pdde ser determinada. THROCKMORTON (1975) posicionou
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Scaptodrosophila na condicdo ancestral, enquanto GRIMALDI (1990) deixou esta
questdo em aberto. Os trabalhos de DESALLE (1992a), POWELL & DESALLE (1995)
e Russo et al. (1995) também apontam Scaptodrosophila como a linhagem mais
basal, porém os dois primeiros propem que Hirtodrosophila divergiu dos outros
Drosophilidae antes de Chymomyza, um resultado altamente inconsistente com os
demais estudos. Trabalhos mais recentes, entretanto, como o de REMSEN &
O"GRADY (2002), tém apontado representantes do clado Zygothrica (composto por
Hirtodrosophila, Mycodrosophila e Paramycodrosophila) juntamente com
Samoaia como o primeiro grupo de Drosophilinae a divergir, seguidos pelo clado
Formosa (constituido por Liodrosophila, Sphaerogastrella e Dettopsomyia). Este
resultado foi, de certa forma, apoiado por YoTtoko et al. (2003) em que o
subgénero Hirtodrosophila emerge como grupo-irmdo do género Drosophila.
Entretanto, a auséncia de um intron do gene Sod em todos drosofilideos com
excecdo de Scaptodrosophila e Chymomyza confirma a posicdo basal destes

géneros (KwIATOWSKI et al., 1994).

3) Posicionamento de Zaprionus

O género Zaprionus foi apresentado como grupo-irmao ao clado formado
pelos subgéneros Sophophora/Drosophila na filogenia de GRIMALDI (1990) e de
DESALLE (1992a), em contraposicdo aos achados de THROCKMORTON (1975),
segundo o qual Zaprionus faria parte da radiagdo immigrans-Hirtodrosophila do
subgénero Drosophila. Posteriormente, Zaprionus foi, ainda, apresentado como
estando entre os primeiros grupos a divergir depois de Sophophora (TATARENKOV
et al.,, 1999a; KWIATOWSKI & AYALA, 1999) - ou até mesmo como sendo O
primeiro (PELANDAKIS et al., 1993; Russo et al., 1995; TATARENKOV et al., 2001,
YoTtoko et al., 2003). REMSEN & O GRADY (2002), entretanto, posicionam
Zaprionus como taxa-irmdo do subgénero Dorsilopha, sendo que o clado assim
constituido agrupa-se, neste trabalho, ao clado formado pelo subgénero Sophophora

e pelos géneros Scaptodrosophila/Chymomyza.

4) Monofilia e Posicionamento do subgénero Sophophora
Segundo THROCKMORTON (1975), o subgénero Sophophora posiciona-se na
base da filogenia de Drosophila, sendo o subgénero Drosophila filogeneticamente

mais proximo de diversos géneros e subgéneros (Dorsilopha, Hirtodrosophila,
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Samoaia, Liodrosophila, Engyscaptomyza, Scaptomyza e Zaprionus) do que ao
proprio subgénero Sophophora. De acordo com essa Vvisao, a radiacdo Sophophora
emerge a partir da radiacdo Scaptodrosophila, e compreende 5 linhagens principais:
0 grupo obscura; o grupo melanogaster; o grupo saltans; o grupo willistoni; e os
géneros Chymomyza e Neotanygastrella. Entretanto, no cladograma de GRIMALDI
(1990), Sophophora € o grupo-irmdo do subgénero Drosophila, sendo que estes,
uma vez acrescidos ao subgénero Dorsilopha, constituiriam o género Drosophila
em sua totalidade. Este Gltimo resultado foi, em parte, corroborado pelos achados
de DESALLE (1992a), que apresentam o subgénero Sophophora como taxa-irmao ao
clado composto pelo subgénero Drosophila e pelo género Liodrosophila.

Entretanto, a maior parte dos dados moleculares tem favorecido a hipotese
de THROCKMORTON (1975), de que o subgénero Sophophora é o primeiro ramo a
divergir de todas as demais espécies do género Drosophila (Russo et al., 1995;
KWIATOWSKI & AYALA, 1999; TATARENKOV et al., 1999a e 2001;). Russo et al.
(1995), inclusive, estimaram que esta separacdo se deu ha aproximadamente 40
milhdes de anos atras. No trabalho de YoToko et al. (2003), porém, o subgénero
Sophophora foi 0 segundo grupo de Drosophila a divergir, perdendo apenas para o
subgénero Hirtodrosophila. Na analise de REMSEN & O"GRADY (2002), por outro
lado, o subgénero Sophophora, monofileticamente definido, agrupa-se ao clado
constituido por Zaprionus/Dorsilopha, Scaptodrosophila/Chymomyza, de forma a
constituir o clado-irmao do subgénero Drosophila, também parafilético com relagao
a Scaptomyza/Engyscaptomyza e a Siphlodora.

Outra pendéncia importante foi trazida a tona no estudo molecular de
PELANDAKIS et al. (1991) e PELANDAKIS et al. (1993), que levantaram a questdo de
que os grupos saltans/willistoni podem ndo formar um grupo monofilético com os
grupos melanogaster/obscura, de forma que o subgénero Sophophora constitua um
taxon parafilético. Neste Gltimo trabalho, por exemplo, o grupo willistoni
posicionou-se externamente a todas as outras linhagens de Drosophila, inclusive ao
subgénero Sophophora, agrupando-se com Chymomyza. Além disso, no trabalho de
PELANDAKIS et al. (1991), o grupo melanogaster também ¢é parafileticamente

definido com relacdo ao grupo obscura.
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A monofilia do subgénero Sophophora foi, porém, confirmada no estudo de
TATARENKOV et al. (1999a), onde todas as suas espécies apresentam uma delecédo
de um Unico cédon na regido codificante do gene Ddc. Os problemas no correto
posicionamento dos grupos saltans-willistoni sdo atribuidos, por diversos autores
(RODRIGUEZ-TRELLES et al., 1999; TATARENKOV et al., 1999a; TARRIO et al.,
2000), a evolucdo molecular atipica apresentada por estes grupos, caracterizada por
altas taxas de substituicdo nucleotidica e baixa propor¢do de G/C. De modo geral, a
maior parte dos trabalhos tem confirmado a proximidade evolutiva entre 0s grupos
melanogaster/obscura, e os grupos saltans/willistoni (DESALLE, 1992a; POWELL &
DESALLE, 1995; REMSEN & O"GRADY, 2002), sendo a ocorréncia desta separacao
estimada para cerca de 36 milhGes de anos atrads (Russo et al., 1995). Entretanto,
outros grupos tradicionalmente situados dentro deste subgénero (como alagitans,

fima, etc.) permanecem por ser incluidos em analises envolvendo este clado.

5) Filogenia do subgénero Drosophila

Segundo THROCKMORTON (1975), o subgénero Drosophila consiste de dois
clados principais: a radiacéo virilis-repleta e a radiagdo immigrans-Hirtodrosophila
(da qual deriva a radiagéo tripunctata), derivadas a partir de um ancestral comum
existente ha mais de 33 milhdes de anos atras (Russo et al., 1995). Ainda segundo
Throckmorton, o subgénero Drosophila dera origem, em tempos remotos, a
diversos outros géneros e subgéneros, de forma que ndo se constitui em um grupo
monofilético. DESALLE (1992b) e PoweLL & DESALLE (1995), entretanto,
favoreceram a monofilia do subgénero Drosophila, como sendo o grupo-irméo aos
drosofilideos hawaianos. Uma série de trabalhos posteriores, porém, tém indicado
que o subgénero Drosophila é, na verdade, parafilético (TATARENKOV et al., 1999a;
KwIATOWSKI & AYALA, 1999; REMSEN & O GRADY, 2002). No trabalho de
KwIATOWSKI & AYALA (1999), por exemplo, D. immigrans aparece como mais
proximamente relacionada ao subgénero Hirtodrosophila do que as demais espécies
do subgénero Drosophila que foram consideradas, sendo que este clado, juntamente
com Zaprionus, é um dos primeiros a ramificar apds o subgénero Sophophora. Este
parecer, na verdade, apenas confirma a visdo de THROCKMORTON (1975).

Recentemente, entretanto, YoTtoko et al. (2003) contradisse esta visdo ao
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apresentar um subgénero Drosophila monofilético para as espécies consideradas e

estatisticamente distante ao subgénero Hirtodrosophila.

6) Filogenia dos membros da radiacdo repleta

As relagOes filogenéticas dos grupos e especies na radiacdo virilis/repleta
encontram-se bastante mal resolvidas na classificagdo de THROCKMORTON (1975).
DURANDO et al. (2000) sugerem que o0 grupo repleta é, na verdade, parafilético com
relacdo aos grupos dreyfusi, canalinea e mesophragmatica. Ainda neste trabalho,
dos cinco subgrupos pertencentes ao grupo repleta, apenas mercatorum e hydei sdo
vistos como monofiléticos (o subgrupo mulleri revela-se polifilético enquanto que
os representantes do subgrupo melanopalpa aparecem como parafiléticos com
relacdo ao subgrupo mercatorum). Entretanto, na analise de TATARENKOV &
AYALA (2001), o grupo repleta constitui-se monofileticamente e, com excecéo do
grupo tumiditarsus, todos os demais membros da radiacdo repleta formam um
cluster monofilético, proximamente relacionado aos drosofilideos hawaianos. A
parte mais derivada da filogenia apresentada neste trabalho contém todos os
representantes do grupo repleta, cujas relagcdes sdo altamente consistentes com 0s
estudos prévios de THROCKMORTON (1975) e WASSERMANN (1982), com excecao
do posicionamento correto dos grupos mercatorum e melanopalpa, que sao
apresentados como grupos-irméaos nas filogenias destes Gltimos.

D. gaucha (grupo mesophragmatica), D. camargoi (grupo dreyfusi) e D.
canalinea (grupo canalinea) sdo 0s grupos mais proximos ao grupo repleta, sendo
que os dois primeiros constituem grupos-irmdos entre si no trabalho de
TATARENKOV & AYALA (2001), enquanto que, na analise de THROCKMORTON
(1975), os grupos canalinea e dreyfusi apresentam-se mais proximamente
relacionados entre si do que com o grupo mesophragmatica. Segundo REMSEN &
O’GRADY (2002) o grupo bromeliae representa o taxon-irmdao do grupo
mesophragmatica. Outro clado bem definido no estudo de TATARENKOV & AYALA
(2001) e REMSEN & O"GRADY ¢ constituido pelos grupos robusta e melanica. Nos
trabalhos anteriores de DESALLE (1992a), entretanto, representantes do grupo
melanica agruparam-se com o clado constituido por D. funebris/D. pinicola, com
D. robusta ramificando em uma posicdo intermediaria da filogenia. O

posicionamento correto do grupo virilis também permanece bastante confuso, sendo
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que nas analises de POWELL & DESALLE (1995), REMSEN & DESALLE (1998) e de
REMSEN & O"GRADY (2002), D. virilis posiciona-se mais proximo aos membros da
radiacdo repleta do que a D. melanica e D. robusta, enquanto na analise de KATOH

et al. (2000), o grupo virilis é agrupado com o grupo robusta.

7) Posicionamento de Scaptomyza e de Drosophila hawaianas

THROCKMORTON (1975) considerou os grupos hawaianos de Drosophila e
Scaptomyza/Engyscaptomyza como clados-irmdos e derivados com relacdo aos
demais membros do subgénero Drosophila, pertencentes a radiacdo immigrans-
Hirtodrosophila. GRIMALDI (1990), por outro lado, propés que as espécies
hawaianas de Drosophila juntamente com Hirtodrosophila representariam uma
ramificacdo basal na subfamilia Drosophilinae, devendo ser elevados a categoria
genérica (ldiomya), enquanto Scaptomyza constituiria 0 grupo-irmdo do clado
formado pelos géneros Drosophila e Zaprionus. Ja DESALLE (1992b) e POWELL &
DESALLE (1995), descrevem as especies hawaianas de Scaptomyza e Drosophila
como uma ramificacdo basal e irmad do subgénero Drosophila. Mais recentemente,
diversos trabalhos (Russo et al., 1995; REMSEN & DESALLE, 1998; KWIATOWSKI &
AYALA, 1999; TATARENKOV et al., 1999a e 2001; REMSEN & O"GRADY, 2002) tem
confirmado a idéia de que as espécies hawaianas de Drosophila e
Scaptomyza/Engiscaptomyza formam um grupo monofilético, que é bastante
proximo de espécies da linhagem virilis-repleta. Esta visdo é consistente com a
hip6tese, defendida por THROCKMORTON (1975), de que todos os drosofilideos
hawaianos originaram-se a partir de uma Gnica especie ancestral. Este conjunto de
espécies parece ser, ainda, mais aparentado ao subgénero Hirtodrosophila do que as

demais espécies do subgénero Drosophila (TATARENKOV et al., 1999a).

8) Filogenia dos membros da radiagao tripunctata

Embora o grupo tripunctata represente um dos grupos de Drosophila mais
especiosos da regido Neotropical, onde apresenta 64 espécies identificadas (Vilela
& Bachli, 2000), sua sistematica tem sido largamente negligenciada.
THROCKMORTON (1975) incluiu o grupo tripunctata dentro da radiagéo tripunctata,
juntamente com outros grupos: rubrifrons, guarani, calloptera, pallidipennis,
cardini, sticta e macroptera. Segundo este autor, este grupo é pobremente definido,

e proximamente relacionado aos outros grupos de sua radiacdo, servindo ainda
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como base a partir da qual outros grupos surgem. Neste Ultimo ponto,
Throckmorton concorda com FROTA-PESSOA (1954), que dividira este grupo em
outros quatro subgrupos, apontando que, possivelmente, os subgrupos | e 11l eram
transicionais a outros grupos, como guarani e cardini, respectivamente, de forma
que o0 grupo constituiria um conjunto parafilético de espécies.

Na anélise executada por TATARENKOV et al. (2001) D. tripunctata e D.
putrida (grupo testacea) agrupam-se com D. funebris e D. phalerata (grupo
quinaria) com alto suporte estatistico, sendo D. immigrans e Samoaia 0s grupos-
irmdos mais proximos deste clado. Assim, neste estudo, especificamente, 0s
membros do subgénero Drosophila constituintes da radiacdo immigrans-
Hirtodrosophila, juntamente com D. funebris revelam-se monofiléticos. No
trabalho de REMSEN & O"GRADY (2002) e na anélise de YoTtoko et al. (2003) a
linhagem immigrans-tripunctata também constitui-se monofileticamente, como
clado-irmdo a linhagem formada pela radiacdo virilis-repleta/Drosophilidae
Hawaianos e mediante a exclusdo de Hirtodrosophila, que aparece como o primeiro
ramo a divergir dentro da subfamilia Drosophilinae em ambos os trabalhos.
YoTtoko et al. (2003) afirmam que a radiacdo tripunctata €, na verdade,
parafilética, devido a inclusdo de D. funebris e D. putrida (grupo testaceae) neste
cluster, proximamente aparentado aos representantes dos grupos quinaria e
immigrans. Ja em REMSEN & O'GRADY (2002), o grupo tripunctata agrupa-se
diretamente com o0 grupo testaceae, enquanto 0s grupos funebris/pinicola
constituem o  grupo-irmdo do clado formado  pelos  grupos
guarani/calloptera/cardini e pelos grupos bizonata/macroptera/rubrifrons/
quinaria. De modo geral, estes resultados contradizem THROCKMORTON (1975),
segundo o qual o grupo testaceae constituiria, juntamente com 0s grupos quinaria e
immigrans, a parte basal da radiacdo immigrans-Hirtodrosophila, confirmando,
ainda, os resultados de GRIMALDI (1990) e DESALLE (1992a), que conferiram uma
posicdo derivada ao grupo funebris, que segundo THROCKMORTON (1975) ocuparia
uma posicdo basal dentro da radiacdo Drosophila.

Por outro lado, o trabalho de YoToko et al.(2003) apresentou um grupo
tripunctata parafilético e altamente descontinuo ao longo da filogenia, na qual

alguns de seus membros mesclam-se com representantes dos grupos calloptera,
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funebris, testaceae, guarani e pallidipennis, sendo impossivel identificar qualquer

grupo original, provavelmente devido a episddios de especiacdo rapida. Da mesma

forma, dentre estes grupos, aqueles em que mais de uma espécie fora considerada

(calloptera e guarani) revelaram-se polifiléticos.

Por tudo isso, a maior parte dos trabalhos considerados tem indicado que o género
Drosophila é, na verdade, um grupo parafilético, que reune representantes de diversos
outros géneros de Drosophilinae. Assim, embora GRIMALDI (1990) tenha defendido a
hipotese de que o género Drosophila forme um grupo monofilético, derivado e irmdo de
outros géneros de Drosophilinae, a visdo de THROCKMORTON (1975), apresentando outros
subgéneros e géneros surgindo a partir do género Drosophila (que ocupa uma posigédo

basal dentro da subfamilia Drosophilinae) ainda parece ser a mais correta.
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111 O GENE AMD

O gene Amd (a-metil dopa) é um gene essencial para a viabilidade e a fertilidade
de drosofilideos, de forma que a maior parte de suas mutacGes ocasionam um fenotipo
recessivo letal (LINDSLEY & ZiMM, 1992), e até mesmo um fenotipo dominante condicional
letal (MARSH et al., 1986). Este gene apresenta uma relacdo de paralogia com o gene Ddc
(dopa-descarboxilase), estando ambos relacionados ao metabolismo de catecolaminas
durante a diferenciacdo terminal de Drosophila, atuando especialmente no
desenvolvimento cuticular. Catecolaminas servem como agentes de ligagdo cruzada para a
esclerotizacdo da cuticula, como precursores para a formacdo da melanina ou ainda como
neurotransmissores.

O gene Amd codifica um transcrito maduro de 1779 pb [antes da adi¢do da cauda
poli-A mas ap06s a remocao de seu Unico intron, cujo tamanho € variavel (TATARENKOV et
al., 2001)]. Segundo MARSH et al. (1986), uma Unica ORF (open reading frame — fase
aberta de leitura) de 1395 pb pode ser encontrada neste transcrito, sendo que a mesma
inicia-se com um codon para metionina a 284 pb downstream a extremidade 5° e extende-
se até cerca de 100 pb upstream a extremidade 3" (figura 1). A traducdo desta sequiéncia
leva a producdo de uma proteina de 464 aminoacidos, com mais de 50 kD (kilodaltons),
que apresenta uma carga levemente negativa, devido ao excesso de residuos de Asp e Glu.
Esta proteina apresenta, ainda, um amplo dominio hidrofébico, que participa,

possivelmente, da ligagdo a membrana celular.

gy | e o AR

Fig. 1- Mapa do DNA gendmico contendo o gene Amd e seu cDNA, com as regides transcritas indicadas
por retdngulos: regides codificantes indicadas por retangulos pretos, regifes ndo traduzidas do
mRNA indicadas por retdngulos hachurados e introns representados por retangulos vazios.
(Retirado de MARSH et al., 1986)
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Inicialmente, a caracterizacdo deste gene envolveu a descoberta de que mutantes,
tanto para Amd gquanto para Ddc, apresentam um desenvolvimento cuticular anormal. Logo
demonstrou-se, entretanto, que enquanto o produto génico Amd® conferia resisténcia a
administracdo de analogos de dopa, especialmente alfa-metildopa, a atividade de Ddc era
inibida pela adicdo destes mesmos compostos (EVELETH & MARSH, 1986). Assim, ainda
que envolvidos na mesma rota metabdlica e codificando para descarboxilases que
reconhecem substratos de estrutura similar, Amd e Ddc desenvolveram fungbes nao
sobrepostas, incluindo, segundo WANG et al. (1996), a producdo de diferentes tipos de
cuticula e, para Ddc, a produgdo dos neurotransmissores dopamina e serotonina. Segundo
estes mesmos autores 0 gene Amd é particularmente ativo na producdo de uma cuticula
flexivel e incolor durante o desenvolvimento do embrido, quando € expresso
primordialmente na epiderme, no intestino anterior e posterior, no proventriculo e no
sistema traqueal. Sua expressao &, ainda, requerida na linhagem germinativa e nas células
foliculares femininas, onde é responsavel pela producdo de uma membrana vitelinica
flexivel e impermedvel, caracteristica dos ovos de Drosophila, bem como no sistema
nervoso de larvas maduras. Ddc, por outro lado, especializou-se na esclerotizagcdo de
cuticula pigmentada e na producdo de neurotransmissores, sendo expresso apenas em
estagios posteriores, apds a cuticula ja ter sido depositada.

Segundo TATARENKOV et al. (1999b), a duplicacdo que deu origem aos genes Amd
e Ddc precedeu a divergéncia Diptera-Lepidoptera. Atualmente, a comparacdo de suas
sequéncias revela a existéncia de duas grandes regides estruturalmente relacionadas, que
restringem-se, principalmente, a seqiiéncia encontrada em grande parte do éxon Il de Amd,
homologa ao éxon 111 de Ddc, bem como a parte da seqiiéncia 5 UTR de Amd, homéloga
ao éxon Il e a ambas as bordas flanqueadoras do intron Il de Ddc (EVELETH & MARSH,
1986). A posicao e a sequiéncia das regides intervenientes é altamente divergente. Dentro
das regides com homologia estabelecida, podem ser detectadas duas porcdes de extensa
identidade entre Amd e Ddc, responsaveis pela maior parte do seu alto percentual de
similaridade [61% em D. melanogaster, de acordo com WANG et al. (1996)]: uma
localizada préxima ao segundo éxon de Amd (80% de identidade) e a outra situada 700 pb
da extremidade 3" do transcrito de Amd (90% de identidade) (EVELETH & MARSH, 1986).

Estes mesmos autores cogitam, ainda, a hipdtese de que esta similaridade estrutural possa
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levar a retencdo funcional de dois dominios protéicos conservados: um provavelmente
relacionado a dimerizacao da proteina, o outro atuando como possivel sitio ativo de reacao.

Amd e Ddc encontram-se separados por uma sequéncia de apenas 2 kb, que
contém outra unidade de transcricdo - 0 gene Cs. TATARENKOV et al. (1999b) enfatizam
que estes trés genes estdo entre os genes mais proximamente ligados de D. melanogaster
(figura 2), a ponto de as extremidades 3" UTR convergentemente transcritas dos genes Cs e
Ddc sobreporem-se por uma extensdo de cerca de 90 pb, enquanto as extremidades 3" de
Amd e 5" de Cs distanciam-se em menos de 650 pb. STATHAKIS et al. (1995) sugerem que,
neste caso, 0 alto nivel de expressdo de um gene poderia suprimir a expressdo de seu
vizinho sobreposto através de uma “interferéncia transcricional”, ja& que ambos 0s genes
sd0 expressos com um padrdo espago-temporal diferente. Amd e Ddc também sdo

transcritos a partir de fitas opostas.

amd = Cn = & oo

[F 5. lebanonensis

H
| 0 melanogaster

LLHHE 2000 LA ] 4000 5000 &000

Fig. 2: Organizacgdo génica e dire¢do da transcricdo de um segmento de DNA gendmico abrangendo os genes
Amd, Cs e Ddc em menos de 6 kb dos genomas de Scaptodrosophila lebanonensis e Drosophila
melanogaster. Setas indicam a diregdo de transcricéo, retdngulos indicam suas regides codificantes,
linhas conectoras grossas representam introns enquanto linhas finas representam regides nédo
codificantes. Modificado de TATARENKOV et al. (1999b).

Outro indicativo surpreendente das peculiaridades dos genes Amd e Ddc diz
respeito a sua organizagdo estrutural de nivel maior. Estes genes constituem, em
Drosophila melanogaster, uma fracdo essencial de um cluster génico Unico, chamado
Cluster Ddc, localizado no brago esquerdo do cromossomo 2, proximo ao centrémero
(STATHAKIS et al., 1995). Este cluster génico é composto por 18 grupos de
complementacdo ja caracterizados, mais trés unidades de transcricdo para as quais
nenhuma mutacdo fenotipica foi, até 0 momento, detectada (TATARENKOV et al., 1999b).

Segundo STATHAKIS et al (1995), estes genes abrangem uma regido total de
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aproximadamente 145 kb, que corresponde a um maximo de 11 bandas politénicas.
Entretanto, a maior parte dos 21 genes ndo se distribui aleatoriamente ao longo desta
regido, localizando-se preferencialmente em um de dois subclusters densamente
organizados: subcluster distal, de aproximadamente 27,4 kb, constituido por 6 loci e duas
unidades de transcricdo; subcluster proximal, de 23 kb, que contém 8 loci (entre os quais
situam-se Amd e Ddc) e mais uma unidade de transcricdo (o gene Cs, que ocupa uma
posicdo intermediaria aos dois anteriores). Aproximadamente 53,3 kb de DNA separa 0s
dois subclusters, regido esta ocupada por outros dois genes. Os dois ultimos genes ocupam
uma éarea de 27,2 kb proximal ao subcluster proximal (figura 3). Surpreendentemente,
mutacBes na maior parte destes genes resultam em defeitos morfogenéticos similares, que
afetam a esclerotizacdo ou a melanizacdo da cuticula ou resultam em anormalidades no

metabolismo de catecolaminas.
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Fig. 3: Organizagdo molecular do cluster génico Ddc e sua divisdo em subclusters. Sdo apresentadas a
localizagéo, estrutura e direcdo transcricional dos genes dentro de cada subcluster. Exons estdo

representados por retangulos e intros por linhas. Obtido a partir de STATHAKIS et al (1995).

Desta forma, este cluster génico representa um exemplo incomum, para eucariotos
superiores, de agrupamento funcional de genes cujo produto é requerido em uma rota
biogquimica comum. Sua conservagdo ao longo do tempo serve como um importante
indicio de que, evolutivamente, esta configuracdo espacial é adaptativa. STATHAKIS et al.
(1995) sugerem que, embora nao tenham sido identificados até 0 momento, a operacgéo de

supostos elementros controladores globais pode ser uma importante fonte de manutencéo,
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ja que a expressdo temporal comum da maior parte destes genes pode ser

experimentalmente verificada durante a embriogénese.
1 Tempo de Expresséo

O transcrito de Amd comeca a acumular-se em polissomos logo apds a gastrulacéo,
atingindo seu &pice em estagios posteriores da embriogénese, de 12 a 16 hs, mas
persistindo em niveis menores durante a maior parte deste estagio (MARSH et al., 1986).
Estes autores reiteram, ainda, que baixissimos niveis de expressdo sdo detectados em
adultos e larvas de 3° estagio, nas quais também pode-se observar a presenca de um

transcrito menor, aparentemente estagio especifico.

Ddc, por outro lado, comeca a acumular-se apos cerca de 12 hs de embriogénese,
atingindo seu maximo por volta de 18 hs. Porém, neste caso, a transcri¢do é reiniciada no

estagio de pupa e logo apds a eclosdo dos adultos (EVELETH & MARSH, 1986).
2 Utilizacdo no desenvolvimento de hipéteses filogenéticas

TATARENKOV et al. (1999a, 2001) e TATARENKOV & AYALA (2001) tém utilizado
sequéncias codificantes do gene Amd no enderecamento de diversas questdes filogenéticas
relacionadas ao género Drosophila, tendo obtido resultados altamente consistentes e
congruentes entre si, que conduzem a uma filogenia bastante resolvida. Dentre as
caracteristicas essenciais deste gene, e que o tornam filogeneticamente confiavel para este
nivel de divergéncia, pode-se destacar sua relativa restricdo funcional, inferida a partir da
baixa razdo entre o numero de substituicfes ndo-sindénimas e sindnimas encontradas ao
longo dos seus sitios [da ordem de 0,066 entre D. melanogaster e D. simulans segundo
TATARENKOV et al. (1999b)], contrastada pelos altos niveis de divergéncia encontrados na
terceira posicdo de seus cdédons e por um ENC (nimero efetivo de codons)
caracteristicamente alto para sequéncias codificantes importantes (figuras 4 e 5,
respectivamente), com um viés na utilizacdo de cddons significativamente baixo. A
correlacdo negativa existente entre o viés na utilizacdo de codons e a taxa de evolugédo
molecular fornece fortes evidéncias de que este gene tem evoluido a taxas relativamente
rapidas, de modo que pode parecer justificado utiliza-lo, ainda, para estimar o tempo de
divergéncia entre as espécies analisadas. Para o gene Adh, a taxa evolutiva de substituicdes
sindnimas, estimada a partir de espécies hawaianas, é de 15 X 10 por sitio sindnimo por

ano (NURMINSKY et al., 1996). Entretanto, como até as substituicGes sinbnimas estdo
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sujeitas a uma certa extensdo de selecdo purificadora, pode ser mais adequada a utilizacéo
da estimativa geral de substituicdo de 10 X 10 por sitio por ano, como foi feito por Russo
et al. (1995).

amd
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Fig. 4: Periodicidade de substituicdes apresentada pelos éxons do gene Amd, cujo padrdo revela uma

freqliéncia de substituicdes dominante a cada trés posicdes (1/3). Modificado de TATARENKOV et
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Fig. 5: Viés na utilizacdo de codons em S. Lebanonensis, D. melanogaster e D. simulans, dado a partir
do ENC (namero efetivo de cddons) apresentado por 6 diferentes genes. Um ENC menor indica

um viés maior na utilizacdo de cddons sinbnimos. Obtido em TATARENKOV et al. (1999b).

Entretanto, mesmo com esta alta frequéncia de substituicdes, a terceira posi¢cdo dos
cddons de Amd permanece informativa e altamente congruente com os demais sitios de
modo que, em geral, este gene ndo apresenta altos indices de saturagdo nem mesmo nestes
pontos (TATARENKOV & AYALA, 2001). Além disso, o gene Amd apresenta uma
distribuicdo heterogénea de substituicdes nao-sinbnimas, de modo que diferentes regides
do gene podem ser utilizadas de acordo com o problema filogenético em questao (figura
6). Trata-se, pois, de um gene cujas seqiiéncias podem ser altamente informativas para a

deteccdo de relacdes filogenéticas entre grupos proxima e medianamente relacionados.
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Fig. 6: Heterogeneidade na distribuicdo das substituicies de aminoacidos ao longo de amd, cuja
extremidade C-terminal destaca-se como a menos restrita funcionalmente. Dados obtidos pela
comparacdo das sequiéncias do gene Amd de S. lebanonensis e D. melanogaster. Substituices sdo
mostradas como linhas verticais: curtas quando a substituicdo é conservativa (obtendo aminoacidos
com propriedades bioquimicas similares) e longas quando ela for ndo conservativa. Setas indicam

a ocorréncia de gaps. Modificado a partir de TATARENKOV et al. (1999b).
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OBJETIVOS

Dadas as circunstancias anteriormente mencionadas, o presente trabalho visa a

aplicacdo

filogenética de seqléncias nucleotidicas do gene Amd na resolucdo de

importantes questdes evolutivas relacionadas ao género Drosophila (Capitulo 1), dentre as

quais destaca-se:

a)

b)

d)

a resolucdo de questdes relacionadas ao correto posicionamento evolutivo dos
géneros Zaprionus, Liodrosophila e Samoaia, bem como dos subgéneros
Sophophora, Hirtodrosophila e Dorsilopha, com relacdo ao género e ao
subgénero Drosophila;

a andlise da monofilia do género e do subgénero Drosophila, bem como das
suas radiac0es virilis-repleta e immigrans-Hirtodrosophila;

a inferéncia das relacdes filogenéticas dentro e dentre grupos Neotropicais do
subgénero Drosophila que, subrepresentados em analises anteriores, pertengam,
tradicionalmente, a ambas as radiagdes: grupos mesophragmatica e flavopilosa,
representantes da radiacdo virilis-repleta; e grupos tripunctata, cardini,
guarani, guaramunu e immigrans, incluidos na radiacdo immigrans-
Hirtodrosophila;

a analise de alguns padrdes evolutivos do gene Amd.
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REsSuUMO

O género Drosophila vem se destacando, ao longo dos ultimos 100 anos, como
sendo um organismo modelo ideal para os mais diversos estudos bioldgicos. Entretanto, a
sua sistematica ainda permanece, na maior parte dos casos, bastante controversa e
irresolvida. Este quadro é, ainda, agravado no que se refere as espécies Neotropicais
pertencentes ao subgénero Drosophila, totalmente negligenciadas em muitos estudos. Foi,
portanto, com o objetivo de contribuir para a resolucao de algumas das questdes evolutivas
relacionadas a este subgénero que realizou-se a analise filogenética de 513 pares de bases
da regido codificante do gene Amd (alfa-metil dopa) em um total de 49 taxa. Entre os
resultados obtidos, pode-se destacar a confirmacgédo da parafilia do subgénero Drosophila
com relacdo aos géneros Zaprionus, Samoaia e Liodrosophila, e ao subgénero
Hirtodrosophila, bem como sua subdivisdo em dois clusters principais, um agrupando
espécies tradicionalmente posicionadas na radiagdo virilis-repleta e o outro reunindo
representantes da radiacdo immigrans-Hirtodrosophila. Dentro do primeiro destes clados,
pode-se comprovar a monofilia do grupo flavopilosa, que aparece como clado-irmao do
grupo annulimana, bem como a monofilia do grupo mesophragmatica, proximamente
relacionado ao grupo repleta. J& na linhagem immigrans-Hirtodrosophila, 0s géneros
Zaprionus e Samoaia, juntamente com Hirtodrosophila destacam-se como 0s primeiros a
ramificar, seguidos pelos grupos immigrans, quinaria, testaceae e funebris, que confirmam
sua posicdo basal com relacdo aos membros da radiacdo tripunctata, monofileticamente
definida. Dentro deste clado menor, entretanto, o grupo tripunctata revelou-se parafilético
com relacdo aos grupos cardini, guarani e guaramunu. Este trabalho, portanto, revela e/ou

ratifica algumas incongruéncias referentes a taxonomia do género Drosophila.
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1. INTRODUCAO

A familia Drosophilidae apresenta cerca de 3.000 espécies, distribuidas em mais de
60 géneros (Wheeler, 1986), dentre os quais destaca-se o género Drosophila. Segundo o
mesmo autor, este género perfaz sozinho mais da metade das espécies da familia,
apresentando uma ampla e dispersa distribuicdo. Trata-se, portanto, de um género
altamente especioso, cuja sistematica ainda permanece, na maior parte dos casos,
controversa e incompleta, apesar de sua importancia na elucidacdo de inimeros padrdes e
processos bioldgicos, cuja base ja se encontra previamente caracterizada para este
organismo-modelo fundamental.

Taxonomicamente, o género Drosophila contém 15 subgéneros (Wheeler, 1986),
dos quais sobressaem, pela diversidade apresentada, os subgéneros Sophophora e
Drosophila. O subgénero Drosophila é o maior representante da familia Drosophilidae em
regides Neotropicais (Val et al., 1981), onde apresenta 25 grupos de espécies.
Malogolowkin (1953) e Throckmorton (1975) subdividiram estas espécies em duas
linhagens principais: a secdo (ou radiacdo) virilis-repleta, composta por 15 grupos de
espécies, e a se¢do quinaria-tripunctata (ou radiagdo immigrans-Hirtodrosophila), que
agrupa outros 9 grupos Neotropicais. Além disso, este subgénero é composto pelo grupo
funebris, que segundo Throckmorton (1975) ocuparia uma posicdo basal em relacdo a
ambas radiacdes. Este mesmo autor defende, ainda, que o subgénero Drosophila constitui
um clado parafilético, uma vez que da origem, em locais e tempos diversos, a uma série de
outros géneros e subgéneros. Esta hipdtese tém sido, recentemente, reiterada por uma série
de novos trabalhos (Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999 e 2001, Remsen &
O’Grady, 2002), ao mesmo tempo que é contradita em muitos outros (Grimaldi, 1990;
DeSalle, 1992; Powell & DeSalle, 1995). Este quadro de obscuridade filogenética é, ainda,
agravado, pelo fato de que muitos representantes deste subgénero tem sido largamente
negligenciados na maior parte dos estudos evolutivos, principalmente no tange aos grupos
de distribuicdo primariamente Neotropical.

Entre os representantes Neotropicais do subgénero Drosophila que encaixam-se
neste quadro de subrepresentacdo pode-se destacar o grupo tripunctata, pertencente a se¢do
quinaria-tripunctata de Malogolowkin (1953) e Throckmorton (1975). Este grupo,

composto atualmente por 64 espécies (Vilela & Bachli, 2000), teve sua filogenia interna
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raramente retratada, com excecao dos trabalhos morfologicos de Frota-Pessoa (1954) e da
analise molecular recente executada por Yotoko et al. (2003). Segundo Throckmorton
(1975) o grupo tripunctata constituiria um grupo parafilético, pertencente a sua “radiacao
tripunctata”, juntamente com outros grupos como pallidipennis, rubrifrons, sticta,
macroptera, calloptera, cardini e guarani. Este ultimo grupo, particularmente, foi proposto
por Kastritsis (1969) como contendo alguns membros filogeneticamente mais préximos ao
grupo tripunctata do que aos demais representantes de seu grupo, 0 que levou ao seu
desmembramento em dois novos grupos: guarani e guaramunu.

J& a secdo ou radiagdo virilis-repleta do subgénero Drosophila, embora tenha sido
mais amplamente considerada em estudos filogenéticos (Nurminsky et al., 1996; Durando
et al., 2000; Tatarenkov & Ayala, 2001), ainda apresenta uma série de lacunas no que se
refere a alguns de seus grupos. O grupo andino mesophragmatica, por exemplo, ainda
mantém suas relagfes intergrupais essencialmente conflitantes (Throckmorton, 1975;
Tatarenkov & Ayala, 2001; Remsen & O”Grady, 2002) e, embora sua subdivisao interna ja
tenha sido morfolégica e citogeneticamente estabelecida (Nacrur, 1958; Brncic et al.,
1971) esta ndo instigou, at¢é o momento, qualquer tratamento molecular. O grupo
flavopilosa, por outro lado, teve sua derivacdo exata questionada até mesmo por
Throckmorton (1975), mas ndo recebeu, desde entdo, qualquer mencdo evolutiva mais
profunda.

Dadas as circunstancias acima mencionadas, o presente trabalho tem como objetivo
principal contribuir na elucidacdo das relagcdes filogenéticas dentro e dentre grupos
Neotropicais do subgénero Drosophila que, subrepresentados em analises anteriores,
pertencam tradicionalmente a ambas se¢des: grupos immigrans, tripunctata, cardini,
guarani e guaramunu, incluidos na secdo quinaria-tripunctata, e grupos mesophragmatica
e flavopilosa, representantes da sec¢do virilis-repleta. Além disso, pretende-se contribuir
com questdes relacionadas a monofilia do género e do subgénero Drosophila, bem como
de algumas de suas radiacdes. Por fim, visa-se, ainda, fornecer algum subsidio as questdes
relacionadas ao correto posicionamento dos géneros Zaprionus, Samoaia e Liodrosophila e
dos subgéneros Hirtodrosophila e Dorsilopha dentro da familia Drosophilidae. Para isto,
513 nucleotideos da regido codificante do gene Amd (alfa-metil dopa) séo

filogeneticamente analisados.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Espécies

A Tabela 1 lista os 49 taxa de Drosophilidae utilizadas no presente estudo, bem
como o respectivo nimero de acesso a sua sequéncia de Amd no GenBank (NCBI site). As
novas sequéncias obtidas neste trabalho encontram-se sublinhadas. A espécie
Scaptodrosophila latifasciaeformis foi utilizadas como grupo-externo.

Tabela 1 — Lista de espécies de Drosophila e de outros Drosophilidae utilizados

neste estudo:

GENERO SUBGENERO SECAO GRUPO ESPECIE NUMERO DE
ACESSO
Drosophila Drosophila quinaria- guarani D. ornatifrons (=D. guarani Dobzhansky e Pavan, 1943) AY699250
tripunctata D. subbadia Patterson e Mainland, 1943 AY699251
guaramunu D. griseolineata Duda, 1927 AY699257
tripunctata D. angustibucca sensu Frota-Pessoa, 1954 1 AY699248
D. angustibucca sensu Frota-Pessoa, 1954 2 AY699249
D. mediopunctata Dobzhansky e Pavan, 1943 4 AY699254
D. mediopunctata Dobzhansky e Pavan, 1943 22 AY699255
D. crocina Patterson e Mainland, 1944 = D. mediostriata AY699252
(Vilela & Béchli, 1990)
D. mediostriata Duda, 1925 AY699253
D. bandeirantorum Dobzhansky e Pavan, 1943 AY699256
D. tripunctata Loew, 1862° AF293709
cardini D. cardinoides Dobzhansky e Pavan, 1943 AY699258
D. neocardini Streisinger, 1946 AY699260
D. polymorpha Dobzhansky e Pavan, 1943 AY699259
testaceae D. putrida Sturtevant, 1916° AF293723
quinaria D. phalerata Meigen, 1830° AF293721
immigrans D. immigrans Sturtevant, 1921 1 AY699261
D. immigrans Sturtevant, 1921° 2 AF293713
funebris D. funebris (Fabricius), 1787 AF293709
virilis- mesophragmatica D. gasici Brncic, 1957 AR AY699239
repleta D. gasici Brncic, 1957 CA AY699240
D. gasici Brncic, 1957 CO AY699241
D. brncici Hunter e Hunter, 1964 AY699238
D. mesophragmatica Duda, 1927 AY699243
D. gaucha Jaeger & Salzano, 1953 AF324955
D. pavani Brncic, 1957 AY699245
D. viracochi Brncic e Santibafiez, 1957 AY699244
repleta D. hydei Sturtevant, 1921?% AF293712
D. buzzatii Patterson & Wheeler, 1942° AF324947
D. mercatorum Patterson & Wheeler, 1942° AF324957
dreyfusi D. camargoi Dobzhansky & Pavan, 1950° AF324951
canalinea D. canalinea Patterson & Mainland, 1944° AF324952
flavopilosa D. cestri Brncic, 1978 AY699246
D. incompta Wheeler & Takada, 1962 AY699247
annulimana D. aracatacas AF324949
virilis D. virilis Sturtevant, 1916° AF293729
robusta D. robusta Sturtevant, 1916°* AF293724
nannoptera D. nannoptera Wheeler, 1949° AF324959
Sophophora melanogaster D. simulans Sturtevant, 1919 1 AY699262
D. simulans Sturtevant, 1919°% 2 AF293726
D. erecta Tsacas & Lachaise, 19742 AF293708
obscura D. pseudoobscura Frolova, 1929° AF293722
Dorsilopha D. busckii Coquillett, 1901° AF293707
Hirtodrosophila D. pictiventris Duda, 1925°? AF293711
Liodrosophila D. aerea Okada, 1956 ° AF293715
Samoaia D. leonensis Wheeler & Kambysellis, 1966° AF293725
Zaprionus Z. indianus Gupta, 1970 AY699263
Z. tuberculatus Malloch, 1932?% AF293731
Scaptodrosophila S. latifasciaeformis Duda, 1940 AY699264
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Obs.: 1) Seguiu-se, nesta tabela, a classificagdo de Wheeler (1982), exceto para Scaptodrosophila,
classificada como um subgénero de Drosophila pelo mesmo autor, mas elevada a categoria de género por
Grimaldi (1990).
2) Para alguma espécies, mais de uma populacédo foi amostrada: D. mediopunctata 4 = Morro Santana, Porto
Alegre, RS, 22 = Itapud, Porto Alegre, RS; D. immigrans 1 = Morro Santana, Porto Alegre, RS, 2 =
populacdo utilizada por Tatarenkov et al., 2001; D. gasici CA = Campeche, Bolivia, CO = Bogots,
Colbmbia, AR = Arica, Chile; D. simulans 1 = Morro Santana, Porto Alegre, RS, 2 = populag&o utilizada por
Tatarenkov et al., 2001. Para D. angustibucca, os nimeros 1 e 2 referem-se a duas isolinhagens estabelecidas
a partir da mesma populacéo inicial, coletada em Itapud, Porto Alegre, RS.
 As sequiéncias de Amd das espécies assim demarcadas sdo do trabalho de Tatarenkov et al. (2001).
b As sequiéncias de Amd das espécies demarcadas com esta simbologia s&o do trabalho de Tatarenkov &
Ayala, (2001).

2.2. Manipulacdo do DNA

O DNA total de cada uma das isolinhagens estabelecidas foi isolado mediante a
utilizacdo do protocolo descrito por Jowett (1986), com algumas modificacdes. Os primers
degenerados Amd-un2 e Amd-bw, previamente descritos por Tatarenkov et al. (2001),
foram, entdo, utilizados na amplificacdo de um fragmento de tamanho variavel do gene
Amd, abrangendo parte do primeiro e do segundo éxons, de acordo com 0 esquema
representado na Figura 1. Os componentes finais em cada reacdo de 50ul foram: 5ul de
tampdo de reacdo, 2,5mM de MgCI% 0,25mM de dNTPs, 20pM de cada primer, 1 U de
Taq Polimerase (todos da Invitrongen®) e 100ng de DNA. As condicGes de amplificacéo
variaram de acordo com os grupos em estudo, segundo critérios de otimizacdo local. Os
fragmentos obtidos por PCR foram, por fim, visualizados em gel de agarose 0,8%, quando
as bandas de tamanho esperado foram cortadas e purificadas com o kit Qiaquick DNA-Gel

Extraction System (Qiagen®), segundo as especificacdes do fornecedor.

R SR |

Amd-un2 Amd-bw

Fig. 1: Mapa gendmico do gene Amd, cujos retangulos indicam os éxons e a linha intermedidria representa o
intron. Os primers Amd-un2 e Amd-bw foram utilizados na amplificacdo de uma regido do gene Amd
abrangendo 92pb (de 464pb) do primeiro éxon, 991pb (de 1317pb) do segundo éxon, e mais um intron de

tamanho variavel.

O seqlienciamento de DNA foi, entdo, realizado diretamente a partir dos produtos
de PCR purificados, em um sequenciador automatico MegaBACE 500. A técnica de
terminacdo de cadeia foi implementada mediante utilizacdo do kit DYEnamic ET

(Amersham®) e do primer Amd-bw.
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Os produtos de PCR ainda foram, ainda, submetidos a uma eletroforese vertical
longa, em gel de poliacrilamida 7%, para distincdo dos pesos moleculares dos amplicons
obtidos para as diferentes espécies. Estes géis foram analisados no programa Lablmage
2.62a (Kapelan, Halle, Alemanha), mediante comparacdo com o padrdo eletroforético
apresentado pelo marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®).

2.4 — Analises Filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos tiveram, inicialmente, sua identidade confirmada
pelo uso do BlastN (NCBI site), sendo entdo alinhadas, no programa ClustalX 1.81
(Jeanmougin et al., 1998), para cada uma das espécies em questdo. Estes alinhamentos
foram, em seguida, submetidos a uma analise de consenso de maioria, no programa
GeneDoc versdo 2.6.002 (Nicholas et al., 1997). As sequiéncias consenso obtidas para
todas as espécies foram, posteriormente, alinhadas pelo programa ClustalX 1.81, segundo
os parametros “default™ do sistema. Estas mesmas seqiiéncias foram, ainda, submetidas a
um teste de saturagcdo no programa DAMBE (Xia & Xie, 2001).

As analises filogenéticas foram, finalmente, executadas mediante utilizacdo de
quatro métodos principais: 1) critério de Neighbor Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987),
executado pelo MEGA 2.1 (Kumar et al., 2001); 2) metodo de Maxima Parcimonia (MP),
com busca heuristica, realizado no PAUP 4.0b1 (Swofford, 1999); 3) método de Maxima
Verossimilhanca (MV), segundo o modelo indicado pelo ModelTest (Posada & Crandal,
1998) e mediante busca heuristica com adi¢do randémica de OTU’s, seguida de rearranjos
de bisseccao-reconexdo da arvore (TBR — tree bissection and reconection), executado no
PAUP 4.0bl; 4) analise Bayesiana, segundo o modelo indicado pelo ModelTest, com
avaliacdo de 1.000.000 de geracGes, das quais 7.000 foram, ao final, consideradas,
realizada através do programa MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). A
confiabilidade nas trés primeiras analises foi medida pela utilizacdo do teste de bootstrap
(Felsenstein, 1985), com 1.000 replicacGes, enquanto que na analise bayesiana, a

probabilidade posterior de cada um dos agrupamentos foi avaliada (Hall, 2001).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise filogenética das seqiiéncias do gene Amd

O alinhamento das 49 seqiiéncias do gene Amd mostrou 279 (de 513) sitios
variaveis, dos quais 238 foram parcimoniosamente informativos. A razdo média entre
transicOes e transversdes foi de 1,3, ou seja, mais de 2,5 vezes o esperado mediante uma
distribuicdo randémica de substituicdes. As freqliéncias gerais dos nucleotideos T, C, A e
G foram de 25,2, 24,4, 20,2 e 30,2, respectivamente. Entretanto, este viés no contetdo de
G+C aumentou consideravelmente na terceira posi¢do dos codons, quando atingiu limiares
que chegaram a 75,1 em D. griseolineata. Realizando-se o teste de saturacéo (figura 2) de
forma a avaliar a informacéo filogenética apresentada pelas sequéncias (Schneider, 2002),
pOde-se perceber que, embora na maior parte das substituicdes tanto transicdes gquanto
transversbes permanecam informativas, parte da curva de transiches apresenta-se
parcialmente saturada a partir de valores de cerca de 12% de divergéncia, o que fornece
claros indicios da ocorréncia de substituicdes maltiplas e homoplasia dentro desta classe de
mutacbes. Entretanto, como a sua eliminacdo acarretaria a perda de informac6es
fundamentais na resolucdo dos problemas propostos, apenas optou-se pela utilizacdo de
modelos evolutivos que considerassem as substituicbes multiplas, bem como a razdo entre

transicOes e transversdes e o conteudo de G+C.

> S

sandv

0 00\;"‘ | | | | | ]
0,0000 0,0630 0,1259 0,18389 02518 0,3148 03777

K380 distance

Fig. 2: Gréfico de transi¢Bes (s) e transversdes (v) versus a distancia Kimura 2-Pardmetros (Kimura, 1980)
do gene Amd em diferentes espécies de Drosophilidae.
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Na analise por NJ a distancia escolhida foi Tamura 3-Parametros (Tamura, 1992).
Neste caso, as distancias obtidas variaram desde 0,00 (para populacdes da mesma espécie)
até 0,37 (entre D. pseudoobscura e D. cardinoides). Entretanto, como na maior parte das
comparagOes os valores obtidos ndo ultrapassam o limiar de 0,30 [apresentado por Russo
(2001) como sendo o limite a partir do qual as diferencas sdo demasiadamente
subestimadas] optou-se por ndo utilizar as seqiiéncias de aminoacidos. Ja para as analises
probabilisticas, 0 modelo indicado pelo teste de razdo de verossimilhancas (LRT — log-
likelihood ratio test), executado no ModelTest, foi o General Time Reversible (GTR) com
consideracdes referentes a proporcdo de sitios invariaveis (I) e a distribuicdo gama dos
sitios variantes (G). A analise de MP foi realizada segundo parametros nao-ordenados,
seguindo o modelo proposto por Fitch (1971).

A anéalise Bayesiana produziu 1.000.000 de arvores, das quais 6.153 foram
consideradas na construcdo da arvore consenso apresentada na Figura 3, bem como no
calculo das probabilidades de cada ramo. As filogenias obtidas pelos demais métodos séo
essencialmente semelhantes, de forma que apenas sua confiabilidade, medida pelo teste de
bootstrap, em relagdo aos clados apresentados nesta figura encontram-se indicados na
Tabela 2. De modo geral, entretanto, como s&o poucos 0s agrupamentos divergentes entre
as diferentes filogenias, embora o suporte estatistico de alguns destes clados ndo seja
significativo (particularmente aqueles de nivel mais inclusivo), sua reiteracdo pelos
diferentes métodos de inferéncia podem ser tomados como um indicio da alta consisténcia
interna dos dados quando tomados em sua totalidade.

Como pode ser visto na Figura 3, ao utilizar-se S. latifasciaeformis como outgroup,
0 subgénero Sophophora posicionou-se na base da filogenia do género Drosophila, onde €
precedido apenas pelo subgénero Dorsilopha, cujo unico representante considerado, D.
busckii, compbs uma politomia basal com S. latifasciaeformis. Embora o primeiro destes
resultados seja altamente congruente com uma serie de estudos anteriores (Throckmorton,
1975; Russo et al., 1995; Tatarenkov et al., 1999 e 2001; Kwiatowski & Ayala, 1999), o
segundo é, no minimo, inesperado, uma vez que a maior parte dos trabalhos tem
posicionado Dorsilopha em clados relativamente mais derivados dentro do género, como
divergindo depois de Sophophora (Throckmorton, 1975; Tatarenkov et al., 1999 e 2001;
Kwiatowski & Ayala, 1999).
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Dado o posicionamento basal do subgénero Sophophora, estes mesmos trabalhos
tém, por conseguinte, apontado que o subgénero Drosophila é filogeneticamente mais
proximo de diversos outros subgéneros de Drosophila, e até mesmo de outros géneros de
Drosophilidae, do que do préprio subgénero Sophophora, o que é corroborado pelo
presente estudo. Mais do que isso, na Figura 3, por exemplo, o subgénero Hirtodrosophila,
bem como os géneros Zaprionus, Samoaia e Liodrosophila agrupam-se internamente ao
subgénero Drosophila, resultados estes, muitos dos quais ja anteriormente apresentados
(Throckmorton, 1975; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999, 2001), que
transformam o subgénero Drosophila, juntamente com o seu prdprio género, em
agrupamentos parafiléticos, ndo naturais, de espécies. O subgénero Drosophila se
subdivide, ainda, em dois clados principais: o0 primeiro constituido por membros da
radiacdo virilis-repleta e o segundo incluindo os representantes da radiagdo immigrans-
Hirtodrosophila com adi¢cdo de D. funebris, ambos com constituigbes extremamente
semelhantes aquelas apresentadas por Throckmorton (1975).

Na radiacdo virilis-repleta ha que se destacar, pelo alto suporte obtido, a
confirmagdo da monofilia do grupo mesophragmatica. Este grupo subdividiu-se
internamente em trés clados principais: o primeiro agrupando D. gasici, D. brncici e D.
mesophragmatica; o segundo reunindo as espécies cripticas, D. pavani e D. gaucha; e o
terceiro, mais basal e monotipico, constituido apenas por D. viracochi. Esta composi¢édo é
altamente consistente com os subgrupos apresentados por Brncic et al. (1971) mediante
analise citogenética, da mesma forma que o é a parafilia demonstrada pela espécie D.
gasici, a qual é devida, provavelmente, a uma condicdo de elevado polimorfismo ancestral.
Como grupo-irmdo de mesophragmatica situa-se o grupo repleta, um resultado
parcialmente congruente com algumas andlises anteriores (Durando et al., 2000;
Tatarenkov & Ayala, 2001), mas que discorda dos achados de Remsen & O"Grady (2002).
A este clado segue-se, sucessivamente, o agrupamento de D. camargoi (grupo dreyfusi) e
de D. canalinea (grupo canalinea), de forma a compor uma radiagdo repleta monofilética,
0 que também ja fora previamente detectado por Tatarenkov & Ayala (2001). Como clado-
irmdo desta radiacdo aparece o agrupamento constituido pelo grupo flavopilosa e D.
aracatacas (grupo annulimana), que embora tenham sido situados como basais em relagédo
aos demais membros da radiacéo virilis-repleta por Throckmorton (1975), ocupam uma

posicdo relativamente derivada neste trabalho. D. nannoptera (grupo nannoptera) e o clado
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constituido por D. virilis (grupo virilis) e D. robusta (grupo robusta) compGem, neste
trabalho, os primeiros ramos a divergir dentro desta radiacgéo.

Ja dentro da radiacdo immigrans-Hirtodrosophila é o género Zaprionus, seguido
pelo clado formado por Samoaia leonensis e Hirtodrosophila pictiventris, que constituem
as ramificag0es mais basais. D. immigrans, outro grupo indicado por Throckmorton (1975)
como constituindo a base desta radiacdo, é o proximo clado a ramificar, no que € seguido
por Liodrosophila aerea, D. phalerata (grupo quinaria), D. putrida (grupo testaceae) e D.
funebris (grupo funebris). Este ultimo grupo, juntamente com Liodrosophila, foi indicado
por Throckmorton (1975) como ocupando uma posicdo basal em relacdo a ambas as
radiacdes, o que ndo é confirmado pelo presente estudo, nem pelos achados de Tatarenkov
et al. (2001), de Remsen & O”Grady (2002) e de Yotoko et al. (2003). O que resta, dentro
deste clado maior que constitui a radiagdo immigrans-Hirtodrosophila, é uma radiacdo
tripunctata monofilética, composta por um grupo tripunctata inteiramente parafilético em
relacdo aos grupos cardini, guarani e guaramunu. Esta parafilia do grupo tripunctata ja
fora previamente apontada tanto por Frota-Pessoa (1954) e Throckmorton (1975), quanto
por Yotoko et al. (2003). Neste ultimo trabalho, entretanto, a radiagdo tripunctata foi
parafileticamente definida com relacdo aos grupos funebris e testaceae, clados estes que

compdem o grupo-irméo da radiacgéo tripunctata no presente estudo.
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Fig. 3: Filogenia consenso obtida através de analise Bayesiana mediante utilizacdo do modelo GTR + | + G,
como proposto pelo LRT, para 49 seqliéncias de Amd. A probabilidade de cada clado encontra-se indicada
acima do seu respectivo ramo interno. Ao lado dos ramos internos encontra-se, ainda, um numero,
arbitrariamento definido, que representa o agrupamento que o segue, para fins de interpretacdo da tabela 02.

96



Tabela 2 — Valores de bootstrap obtidos para cada um dos clados apresentados na

Figura 3 mediante utilizacao de diferentes métodos de reconstrucao filogenética:

Clado Método de Reconstrugdo
Neighbor Joining Maxima Parcimonia Maxima Verossimilhanca

1 100 97 51
2 69 49 42
3 75 64 56
4 100 97 94
5 71 94 98
6 99 97 95
7 99 98 99
8 100 100 99
9 100 100 99
10 98 68 71
11 100 100 99
12 100 99 99
13 100 100 100
14 32 - 39
15 - - -

16 100 100 97
17 99 92 91
18 75 83 70
19 82 48 51
20 99 95 84
21 60 25 42
22 36 36 61
23 95 81 93
24 54 86 73
25 64 30 41
26 100 99 90
27 26 30 11
28 76 65 56
29 - 20 -

30 - 51 46
31 - 27 23
32 91 75 52
33 71 49 28
34 59 35 30
35 - 27 38
36 39 29 -

37 66 40 30
38 72 40 44
39 25 22 28
40 36 9 20
41 - 7 -

42 - - -

43 32 18 13
44 78 37 42
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Particularmente interessante no trabalho de Yotoko et al. (2003), realizado com
base na analise filogenética do gene mitocondrial COIlI, foi a auséncia de uma resolucao
bem suportada estatisticamente nas relacdes intergrupais e interespecificas dentro da
radiacdo tripunctata, cujos ramos internos apresentaram-se bastante curtos. No presente
trabalho, principalmente quando os valores de bootstrap obtidos pelas demais analises
(tabela 02) sdo considerados [ja que as probabilidades da analise bayesiana podem levar a
superestimativas da confiabilidade dos clados (Hall, 2001)], um padrdo bastante
semelhante torna-se evidente, o que da suporte a visdo, apresentada primeiramente por
Throckmorton (1975), de que estes grupos surgiram a partir de episodios de especiacdo
rapida e multipla. Talvez seja exatamente por isso que ndo tenha sido possivel, por fim,
encontrar maiores similaridades entre os resultados morfoldgicos obtidos por Frota-Pessoa
(1954) e a composicao interna da radiagéo tripunctata aqui apresentada. Esta subdividiu-se
em 5 clados principais, citados em ordem ascendente a partir do mais primitivo: o primeiro
composto apenas por D. angustibucca, representante do subgrupo | de Frota-Pessoa
(1954); o segundo apresentando um grupo cardini monofilético para as trés espécies
consideradas, cuja subdivisdo interna discorda dos clusters apresentados por Heed &
Russel (1971) para o subgrupo cardini, uma vez que agrupa D. polymorpha com D.
cardinoides, ao invés de reuni-la com D. neocardini; o terceiro constituido por dois
representantes do grupo guarani: D. subbadia e D. ornatifrons; o quarto reunindo trés
representantes do grupo tripunctata: D. bandeirantorum, D. tripunctata e D.
mediopunctata, situados, respectivamente, nos subgrupos Ill, 1V e Il de Frota-Pessoa
(1954); e o quinto constituido por uma espécie do grupo guaramunu e uma espécie do
grupo tripunctata (D. mediostriata, sendo que D. crocina = D. mediostriata, segundo
Vilela & Béchli, 1990), membro do subgrupo 111 de Frota-Pessoa (1954).

3.2. Evolucéo do tamanho molecular do gene Amd ao longo da filogenia proposta

Como ja mencionado anteriormente, o tamanho molecular dos fragmentos do gene
Amd gerados por PCR variaram intensamente entre oS grupos e espécies consideradas,
devido a presenca de um intron na regido amplificada. Esta variacdo pode ser visualizada
na figura 04, que apresenta o padréo eletroforético, em géis de poliacrilamida, apresentado
pelas diferentes espécies.

Ao interpretar-se estes géis dentro de uma perspectiva filogenética pode-se,

facilmente, perceber que h4 uma forte tendéncia evolutiva de incremento no tamanho do
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intron de Amd dentro da radiacdo immigrans-Hirtodrosophila, cujos pesos moleculares do
fragmento obtido por PCR variaram desde 1,55 kb em Zaprionus indianus até mais de 3 kb
em D. bandeirantorum e D. mediopunctata. Mais do que isso, uma espécie pertencente a
esta radiacdo, D. paramediostriata, obteve um padrdo eletroforético com dois fragmentos
intensamente amplificados, possivelmente devido a uma duplicacdo do gene Amd, hipbtese
esta que ndo pode, entretanto, ser confirmada até o momento. Este padrdo de variabilidade
interna € contrastado pela alta homogeneidade apresentada pelos membros da radiacdao
virilis-repleta, no que tange ao peso molecular do fragmento de Amd, que atinge um
tamanho médio de 1,4 kb em todas suas espécies. Se 0 que tem causado esta variagdo entre
0s membros da radiacdo immigrans-Hirtodrosophila é a acdo de elementos transponiveis
ou a inser¢do de qualquer outro tipo de material genético, permanece, pois, por ser

verificado, assim como o significado evolutivo destas alteragdes.
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Fig. 04: Géis de Poliacrilamida demonstrando o padrao eletroforético do fragmento de Amd apresentado pelas
diferentes espécies consideradas neste estudo, cujo tamanho aproximado encontra-se indicado acima da figura.
Da esquerda para a direita: A) marcador de peso molecular 1 Kb Ladder Plus, D. bandeirantorum, D.
bandeirantorum, D. mediopunctata22, D. mediopunctata4, D. crocina, D. mediostriata, D. angustibuccal, D.
angustibucca?, fragmento menor de D. paramediostriata, fragmento maior de D. paramediostriata, fragmento
menor de D. paramediostriata, fragmento maior de D. paramediostriata; B) marcador de peso molecular 1 Kb
Ladder Plus, D. griseolineata, D. ornatifrons, D. subbadia, D. cardinoides, D. neocardini, D. polymorpha, D.
immigrans, Z. indianus, D. simulans, S. latifasciaeformis; C) marcador de peso molecular 1 Kb Ladder Plus, D.
brncici, D. gasiciAR, D. gasiciCA, D.gasiciCO, D. mesophragmatica, D. mesophragmatica, D. pavani, D.
viracochi, D. cestri, D. incompta.
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4. CONCLUSOES

Taxonomicamente, a familia Drosophilidae é um aglomerado de taxons
merofiléticos, a comecar pelo préprio género Drosophila e pelo seu subgénero mais
diverso, o subgénero Drosophila. Géneros emergindo a partir de subgéneros sdo um
quadro comum na taxonomia do grupo, como pbde aqui ser verificado. Porém, apesar do
acimulo de evidéncias neste sentido, com o qual o presente trabalho vem contribuir,
poucas foram as tentativas feitas até o momento, com o intuito de redimensionar a
nomenclatura desta familia. Entre as excecdes, pode-se destacar o memoravel trabalho de
Grimaldi (1990), que propds uma série de mudancas taxondmicas a partir de seus proprios
resultados. Entretanto, como grande parte de suas conclusdes ndo tém sido corroboradas
pelas analises moleculares posteriores, muitas de suas proposi¢cdes ficaram apenas na boa
intencdo.

Raros sdo 0s casos em que uma nova tendéncia taxonémica foi trazida a tona
devido as suas incongruéncias com a filogenia de um grupo. Entre estes pode-se citar a
elevacdo de categoria do antes subgénero Scaptodrosophila, proposta por Grimaldi (1990);
a subdivisédo do antigo subgrupo obscura em trés novos subgrupos do grupo obscura,
proposta desde Lakovaara & Saura (1982) até Barrio et al. (1994); e o redimensionamento
dos antigos subgrupos do grupo guarani para 0s atuais grupos guaramunu e guarani,
proposta desde Kastritsis (1969). E, entretanto, urgente, que novas revisdes sejam feitas em
inimeros outros grupos artificiais, como é o caso do préprio grupo tripunctata, cujo carater
parafilético, aqui corroborado, jA& vem sendo apontado desde Frota-Pessoa (1954), que
apresentou seus subgrupos | e 111 como sendo transicionais aos grupos guarani e cardini,

respectivamente.
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As hipdteses desenvolvidas pelo presente trabalho encontram-se, certamente, entre
as primeiras a envolver uma abordagem molecular para grande parte das espécies e grupos
considerados. O grupo tripunctata, por exemplo, fora anteriormente avaliado apenas com
base em caracteres morfoldgicos (Frota-Pessoa, 1954; Throckmorton, 1975), com excecdo
da andlise molecular recentemente executada por Yotoko et al. (2003). Outros
pesquisadores, em analises de nivel mais inclusivo, incluiram apenas uma de suas espécies
(D. tripunctata) (Tatarenkov et al., 2001; Remsen & O"Grady, 2002), negligenciando
totalmente aqueles representantes com distribuicdo primariamente Neotropical. Outros
grupos aqui retratados, como 0s proprios grupos cardini, guarani e guaramunu também
tém sido largamente subrepresentados em analises anteriores, sendo sua composicdo
interna molecularmente retratada apenas por Yotoko et al. (2003). A inclusdo do grupo
flavopilosa em uma abordagem molecular é, sem divida, inédita, da mesma forma que o é
uma analise mais profunda das relagdes intra-grupais do grupo mesophragmatica.

Como esta andlise visava, ainda, fazer algumas inferéncias de nivel mais inclusivo,
referentes, por exemplo, ao status taxonémico do proprio género e do subgénero
Drosophila, optou-se pela utilizagdo de um gene medianamente conservado, cuja
variabilidade ja tinha se mostrado adequada para estes niveis de divergéncia: o gene Amd
(alfa metil-dopa) (Tatarenkov & Ayala, 2001; Tatarenkov et al. 2001). Embora alguns
indicios de saturacdo tenham sido, inicialmente, detectados, fazendo necesséria a sua
correcdo mediante 0 uso de modelos evolutivos mais complexos (Nei & Kumar, 2000), a
escolha deste gene se mostrou particularmente adequada. A consisténcia e forte
congruéncia interna apresentada pelas mais diversas analises executadas, que foram desde
o critério da Maxima Parcimonia até a recente Analise Bayesiana, permitem, pois, a
atribuicdo de uma maior confiabilidade aos resultados obtidos.

A arvore apresentada pelo presente trabalho assemelhou-se, em muitos aspectos, ao
esquema apresentado por Throckmorton (1975), como pode ser visualizado na Figura 3 do
seu Capitulo I1. Neste sentido, ela expds um género Drosophila parafilético com relagdo
aos géneros Zaprionus, Liodrosophila e Samoaia, bem como um subgénero Drosophila
parafilético com relacdo a estes géneros e ao subgénero Hirtodrosophila. O subgénero
Drosophila também adquiriu, nesta andlise, uma posicdo derivada com relacdo ao

subgénero Sophophora, dividindo-se, internamente, nas duas radiagdes propostas por
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Throckmorton (1975): radiacéo virilis-repleta e radiacdo immigrans-Hirtodrosophila, cujas
composicdes também assemelham-se enormemente aquelas apresentadas por este autor.
Nesta Gltima radiacdo, particularmente, o grupo tripunctata apresentou, como também ja
adiantado por Throckmorton, um carater parafilético com relagdo aos grupos cardini,
guarani e guaramunu, de forma a compor, ainda, uma radiacdo tripunctata monofilética
para as especies consideradas.

A Unica regido da presente filogenia cuja composi¢do ndo concordou com qualquer
analise prévia diz respeito, exatamente, as relacGes internas a radiacdo tripunctata.
Analisando-se o0 suporte estatistico destes ramos, principalmente os valores de bootstrap
apresentados na Tabela 2 do Capitulo 1l, pode-se perceber que, estatisticamente, esta € a
regido menos suportada da filogenia, cujos ramos, na analise por NJ destacam-se também
como sendo 0s mais curtos. Considerando-se que este ndo € um problema que possa ser
atribuido ao gene, uma vez que o mesmo foi capaz de resolver outras questdes com nivel
de divergéncia similar, pode-se encontrar uma explicacdo plausivel nos proprios escritos de
Throckmorton (1962), recentemente aludidos por Yotoko et al. (2003), que relacionou a
radiacdo tripunctata a eventos de especiacdo rapida e multipla, ocorridos a partir de uma
populacdo ancestral grande e polimdrfica.

Se esta hipotese for, realmente, confirmada, o estabelecimento das relacGes
evolutivas entre os representantes da radiacdo tripunctata deve ser, futuramente, um dos
maiores problemas dentro da sistematica de Drosophila, avida por uma revisdo taxonémica
mais profunda também em outros taxons, como pdde aqui ser demonstrado. E claro que
estas alteracfes causariam um grande impacto na comunidade cientifica, principalmente de
Drosofilistas, mexendo com as bases de inimeros estudos anteriores. Entretanto, tornou-se
bastante complicado trabalhar com Drosophila em meio a esta Torre de Babel que virou a
sua taxonomia. E preciso, pois, que a Sistematica Molecular de Drosophilidae se
desenvolva ainda mais e que, mediante 0 acumulo inquestionavel de evidéncias em um
determinado sentido, Drosofilistas do mundo inteiro se relinam na elaboracdo de uma nova
e fundamentada taxonomia para o grupo, de forma que esta venha a ser apenas mais um
fator determinante, entre os inimeros outros, na manutencéo de Drosophila em seu ranking

de organismo modelo ideal.
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