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REsuMO

O género Drosophila abrange pelo menos 1.149 espécies, subdivididas em oito
subgéneros, muitas das quais vém desempenhando um papel fundamental no
desenvolvimento do conhecimento biol6gico, principalmente nos ambitos genético e
evolutivo. Toda esta diversidade, entretanto, a0 mesmo tempo em que gera inimeras
oportunidades de pesquisa, impde uma série de desafios taxondmicos e filogenéticos.
Desta forma, apesar de Drosophila compor um dos organismos experimentais mais bem
estudados, muitas questdes acerca de sua evolucdo permanecem irresolvidos ao longo
do tempo. A presente tese foi, portanto, desenvolvida com o objetivo de auxiliar na
resolucdo de aspectos particulares relacionados a historia evolutiva deste complexo
grupo de espécies. Neste sentido, os Capitulos Il e 111 foram designados com o intuito
de elucidar as relacdes filogenéticas entre espécies e grupos tradicionalmente situados
no subgénero Drosophila, com énfase naqueles de distribuicdo primariamente
Neotropical. A incluséo de outros géneros pertencentes a familia Drosophilidae levou,
porém, a defini¢des parafiléticas para o género e para o subgénero Drosophila. Mesmo
assim, niveis adicionais de resolucdo foram acrescentados a filogenia do subgénero
Drosophila, que se apresentou subdividido em duas (Capitulo I1) ou trés (Capitulo I11)
grandes radiagfes. Os Capitulos IV e V, por outro lado, buscaram a inferéncia de
cenarios evolutivos mais restritos. No Capitulo 1V o foco foi um pequeno grupo de
especies pertencente ao subgénero Drosophila, o grupo mesophragmatica, para o qual
se obteve descri¢bes evolutivas confiaveis. No Capitulo V, por outro lado, o grupo
willistoni, pertencente ao subgénero Sophophora teve sua complexidade evolutiva mais
uma vez reiterada. Em cada um destes casos, entretanto, novos estudos séo incentivados
para que um dia realmente nos aproximemos da histéria evolutiva verdadeira do género

Drosophila.
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ABSTRACT

The genus Drosophila encompasses at least 1.149 species subdivided into eight
subgenera, many of which presented a central role in the development of the biological
knowledge, mainly in the genetical and evolutionary areas. However, at the same time
that this diversity provides numberless opportunities of research, it imposes a set of
taxonomic and phylogenetic challenges. Thus, although Drosophila composes one of
the best studied experimental organisms, many questions concerning its evolution
remain unsolved through time. This thesis was developed with the aim of helping to
solve particular questions related to the evolutionary history of this complex group of
species. In this sense, Chapters Il and 11 were designed with the aim of elucidating
the phylogenetic relationships within and between species groups traditionally placed in
the Drosophila subgenus, with an emphasis in those mainly Neotropical in distribution.
The inclusion of other Drosophilidae genera, nevertheless, led the Drosophila genus and
subgenus entirely paraphyletic. Even so, improved levels of resolution were provided to
the subgenus Drosophila phylogeny, which was subdivided into two (Chapter II) or
three (Chapter I11) major radiations. Chapters IV and V, on the other hand, addressed
more restricted evolutionary scenarios. In Chapter 1V the focus was a small group of
species included in the Drosophila subgenus, the mesophragmatica group, for which a
confident evolutionary description was attained. In Chapter V, otherwise, the willistoni
group, included in the Sophophora subgenus, had its evolutionary complexity once
again reiterated. In each of these cases, nevertheless, new studies are encouraged in

order to approach the genus Drosophila real evolutionary history.
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CapPiTULO |

INTRODUCAO

A ORDEM DIPTERA

Dipteros sdo insetos holometabolos amplamente diversificados, cuja origem é
postulada para o Permiano, ha cerca de 250 milhdes de anos atras (Yeates & Wiegmann,
2005). Sua morfologia, entretanto, é tdo especializada que retém poucas pistas de sua
historia filogenética, de forma que existem controvérsias acerca de seu posicionamento
frente as demais dez ordens de Holometabola (Whiting, 2005). Tradicionalmente,
Diptera é considerada membro da Super-Ordem Mecopterida, que também inclui as
ordens Trichoptera (friganeideos), Lepidoptera (borboletas e mariposas), Siphonaptera
(pulgas e bichos-de-pé), Mecoptera (moscas-escorpido) e, talvez, Strepsiptera
(estrepsipteros parasitas). Segundo Whiting (2005), Diptera juntamente a estas trés
ultimas ordens constituem, ainda, o clado Antliosphora, e, embora questdes referentes
ao correto grupo-irmao de Diptera permanecam em aberto, evidéncias recentes sugerem

que Strepsiptera componha sua ordem mais proxima.

Os dipteros encontram-se, certamente, entre 0s grupos mais diversos,
anatomicamente variaveis e ecologicamente inovativos do planeta (Yeates &
Wiegmann, 1999). Com mais de 150.000 espécies descritas, e perfazendo 10-15% das
especies animais conhecidas, os dipteros sdo classificados em 150 familias e cerca de
10.000 géneros (Yeates & Wiegmann, 2005). Embora a taxonomia de Diptera seja alvo
constante de debates, uma versdo frequentemente aceita divide a ordem da seguinte

forma (Wheeler, 1981; Thompson, 2005):
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Ordem Diptera
Subordem Nematocera
Subordem Brachycera
Subordem Cyclorrhapha
Divisdo Aschiza
Divisdo Schizophora
Secao Calyptratae
Secdo Acalyptratae
Embora Diptera seja uma dos grupos mais bem estudados filogeneticamente [em
grande parte devido aos trabalhos de Hennig (revisdo em Meier, 2005)], trabalhos
recentes tém demonstrado o carater merofilético de grande parte de seus taxons. Este é o
caso, por exemplo, dos agrupamentos Nematocera, Brachycera e Aschiza, conforme

esquema acima apresentado (Yeates & Wiegmann, 1999; Yeates & Wiegmann, 2005).

A FAMILIA DROSOPHILIDAE

A familia Drosophilidae é apenas uma das mais de 150 familias que compdem a
ordem Diptera (Yeates & Wiegmann, 2005), mas encontra-se entre as mais diversas e
amplamente distribuidas. Dentro dos ecossistemas, drosofilideos desempenham um
papel fundamental nas cadeias alimentares saprofiticas, uma vez que seus estagios

imaturos alimentam-se de organismos fermentadores.

Throckmorton (1975), com base em dados fosseis e biogeograficos, postulou a
origem da familia Drosophilidae para as regides tropicais do Velho Mundo, h& cerca de
50 milhdes de anos atrés (Eoceno). Segundo este autor, a evolucdo desta familia teria se

dado a partir de ancestrais que utilizavam fungos crescidos em folhigo como principal

15



recurso alimentar, de forma que a diversificacdo de substratos seria o resultado de

oportunismos derivados, com uma certa énfase na utilizacéo de frutos.

Taxonomicamente, Drosophilidae pertence a superfamilia Ephydroidea da secéo
Acalyptratae, juntamente com as familias Camilidae, Curtonotidae, Diastatidae e
Ephydridae (Thompson, 2005). Throckmorton (1975) sugere Diastatidae como grupo-
irmdo de Drosophilidae, uma vez que diastatideos apresentam habito saprofago de
folhico. Entretanto, McAlpine (1989) apresenta Camilidae como clado-irméo de
Drosophilidae, enquanto Grimaldi (1990) favorece Curtonotidae para esta posicéo’, de
forma que o correto posicionamento de Drosophilidae dentre os Ephydroidea permanece

em aberto.

A monofilia da familia Drosophilidae foi confirmada por Grimaldi (1990).
Internamente, Drosophilidae apresenta mais de 3.900 espécies descritas, distribuidas em
76 géneros (Bachli, 2008). Estes géneros subdividem-se em duas subfamilias:
Steganinae, que apresenta 28 géneros; e Drosophilinae, que perfaz outros 47 géneros
(Tabela 1) (Toda, 2007; Bachli, 2008). Segundo Grimaldi (1988), evidéncias fosseis e
biogeograficas sugerem que a divergéncia entre estas duas subfamilias ocorreu ha pelo
menos 70 milhdes de anos atrds. A monofilia das duas subfamilias foi suportada por
Grimaldi (1990) e, mais recentemente, por Remsen & O’Grady (2002), embora neste
ultimo caso apenas representantes dos géneros Amiota, Stegana, Rhinoleucophenga e

Gitona tenham sido amostrados no que diz respeito a subfamilia Steganinae.

! Embora a filogenia consenso das suas trés arvores de méaxima parcimonia ndo auxilie na resolugéo desta
questao.
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Tabela 1. Classificagdo de 75 dos 76 géneros pertencentes a familia Drosophilidae em

suas respectivas subfamilias [Obtido a partir de Toda (2007) e Bachli (2008)]. O

numero de espécies apresentado por cada taxon encontra-se indicado entre parénteses.

Géneros da subfamilia Steganinae

Géneros da subfamilia Drosophilinae

Acletoxenus (4)
Allopygaea (3)

Amiota (116)
Apenthecia (12)
Apsiphortica (2)
Cacoxenus (35)
Crincosia (3)
Electrophortica (1)
Eostegana (13)

Erima (1)

Gitona (15)

Hyalistata (6)
Leucophenga (205)
Luzonimyia (4)
Mayagueza (1)
Paraleucophenga (8)
Paraphortica (1)
Pararhinoleucophenga (2)
Parastegana (3)
Phortica (97)
Pseudiastata (6)
Pseudocacoxenus (1)
Pseudostegana (33)
Pyrgometopa (1)
Rhinoleucophenga (18)
Soederbomia (1)
Stegana (119)
Trachyleucophenga (1)

Baeodrosophila (5)
Balara (1)

Bialba (1)
Calodrosophila (1)
Celidosoma (1)
Chymomyza (56)
Cladochaeta (124)
Collesia (5)
Colocasiomyia (26)
Dettopsomyia (13)
Diathoneura (39)
Dichaetophora (61)
Dicladochaeta (1)
Drosophila (1.149)
Hirtodrosophila (158)
Hypselothyrea (30)
Idiomyia (379)
Jeannelopsis (3)
Laccodrosophila (5)
Liodrosophila (64)
Lissocephala (32)
Lordiphosa (58)
Marquesia (2)
Microdrosophila (77)
Miomyia (1)
Mulgravea (14)
Mycodrosophila (118)

Neorhinoleucophenga (2)

57-
58-
59-

Neotanygastrella (18)
Palmomyia (1)
Palmophila (2)
Paraliodrosophila (4)
Paramycodrosophila (16)
Phorticella (11)
Poliocephala (1)
Protochymomyza (1)
Samoaia (7)
Scaptodrosophila (279)
Scaptomyza (263)
Sphaerogastrella (10)
Sphyrnoceps (1)
Styloptera (10)
Tambourella (3)
Zaprionus (56)
Zapriothrica (5)
Zaropunis (1)
Zygothrica (124)

Obs.: O género monoespecifico Apacrochaeta nao foi incluido nesta tabela, uma vez que sua localiza¢do néo foi

determinada.
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A classificacdo padrdo de Drosophilidae foi publicada por Wheeler (1981 e
1986). Entretanto, os taxons sugeridos por este autor sdo inconsistentes com as relacoes
filogenéticas entre as espécies, tanto quando estas sdo inferidas com base em dados
morfologicos (Throckmorton, 1975; Grimaldi, 1990), como quando as inferéncias sdo
baseadas em caracteres moleculares (DeSalle, 1992a e b; Pélandakis & Solignac, 1993;
Thomas & Hunt, 1993; Russo et al., 1995; Kwiatowski et al., 1997; Remsen & DeSalle,
1998; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e 2001). Grimaldi (1990)
realizou uma analise cladistica de 217 caracteres morfolégicos em 120 espécies de
Drosophilidae, a partir do que propds uma revisdo na taxonomia da familia. Entretanto,
seus achados sdo também freqiientemente questionados (Thomas & Hunt, 1991 e 1993;
Russo et al., 1995; Kwiatowski et al., 1997; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et
al., 1999 e 2001). Desta forma, preferiu-se seguir, nesta tese, a classificacdo apresentada
por Béchli (2008), que embora mantenha inumeros téxons parafiléticos, apresenta

atualizagdes com relagdo ao status de alguns deles.

1. O GENERO DROSOPHILA

Dentre toda esta diversidade que caracteriza a familia Drosophilidae, é possivel
dar destaque especial ao género Drosophila, que sozinho abrange cerca de um terco de
suas espécies. Existem, entretanto, grandes discordancias no que diz respeito ao
posicionamento do género Drosophila dentro da familia Drosophilidae. Throckmorton
(1975) apresenta uma série de outros géneros originando-se a partir do género
Drosophila, de modo que este td&xon ocuparia um posicionamento basal na familia.
Grimaldi (1990), entretanto, recuperou um género Drosophila derivado e monofilético,
dadas as elevagdes taxondmicas sugeridas para os entdo subgéneros Scaptodrosophila,

Engiscaptomyza, Hirtodrosophila, Antopocerus e Lordiphosa. Segundo Grimaldi
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(1990), o clado constituido por diversos outros géneros, tais como Zaprionus, Samoaia
e Liodrosophila, constitui a linhagem irma do género Drosophila assim definido.
Hipdteses desenvolvidas a partir de dados moleculares, por outro lado, tém apresentado
maiores semelhancas aos achados de Throckmorton, de forma que inimeros trabalhos
tém recuperado a parafilia do género Drosophila com relacdo a diferentes taxons:
Scaptomyza [Thomas & Hunt, 1991 e 1993; DeSalle, 1992a; Russo et al., 1995; Remsen
& DeSalle, 1998; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e 2001; Katoh et
al., 2000; Remsen & O’Grady, 2002; Zilversmit et al., 2002; Dalage et al, 2007];
Hirtodrosophila [Kwiatowski et al., 1997; Remsen & DeSalle, 1998; Tatarenkov et al.,
1999a e 2001; Kwiatowski & Ayala, 1999; DalLage et al, 2007]; Liodrosophila
[DeSalle, 1992b; Tatarenkov et al., 1999a e 2001; Katoh et al., 2000; Dalage et al,
2007]; Zaprionus [Pélandakis & Solignac, 1993; Thomas & Hunt, 1993; Russo et al.,
1995; Kwiatowski et al., 1997; Remsen & DeSalle, 1998; Kwiatowski & Ayala, 1999;
Tatarenkov et al., 1999a e 2001; Katoh et al., 2000; Remsen & O’Grady, 2002;
Zilversmit et al., 2002; Yotoko et al., 2003; DalLage et al, 2007]; Samoaia [Pélandakis
& Solignac, 1993; Tatarenkov et al., 1999a e 2001]; Mycodrosophila [Katoh et al.,
2000; Dalage et al., 2007]; Lordiphosa [Katoh et al., 2000] e Scaptodrosophila e
Chymomyza [Remsen & O’Grady, 2002]. Por este motivo, pode-se afirmar que o género

Drosophila é essencialmente um agrupamento artificial.

A despeito desta composicdo parafilética, o género Drosophila encontra-se
constituido por 1.149 espécies, subdivididas em oito subgéneros (Tabela 2) (Bachli,
2008). Toda esta diversidade, entretanto, a0 mesmo tempo em que fornece diversas
oportunidades de investigacdes acerca de padrdes evolutivos, impGe uma série de

desafios taxonémicos e filogenéticos.
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Tabela 2. Apresentacdo dos oito subgéneros que compdem o género Drosophila, com
seu respectivo numero de espécies indicado entre parénteses. [Obtido a partir de Béchli

(2008)]

Subgéneros do género Drosophila

1. Chusqueophila (1)
2. Dorsilopha (3)
3. Drosophila (721)
4. Dudaica (2)

5. Phloridosa (8)
6. Psilodorha (2)
7. Siphlodora (2)

8. Sophophora (332)

Obs.: De acordo com Béchli (2008) um total de 78 espécies ndo se encontram situadas em nenhum subgénero.

Como pode ser diagnosticado pela tabela 2, dentre os oito subgéneros que
compdem o género Drosophila, destacam-se, pela diversidade apresentada, o0s
subgéneros Sophophora e Drosophila. Segundo Russo et al. (1995), estes dois
subgéneros divergiram ha cerca de 40 milhdes de anos. Tamura et al. (2004), por outro
lado, ao corrigir distancias sindbnimas para os efeitos de viés na utilizacdo de codons,
obtém estimativas mais antigas, da ordem de 63 milhdes de anos. Além disso, Tamura
et al. (2004) demonstra que eventos de especiacdo em Drosophila ndo se distribuem
regularmente no tempo, mas encontram-se inteiramente agrupados em determinados
periodos do Cenozoico, especialmente aqueles em que ocorreram resfriamentos
climaticos. Neste caso, a adaptagdo a novos ambientes aridos e a fragmentacdo das
antigas florestas sdo os fatores postulados pelos autores como potenciais promotores da

especiacdo no género.
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1.1 - O subgénero Sophophora

O subgénero Sophophora foi estabelecido por Sturtevant (1939), e compreende
332 espécies subdivididas em 8 grupos (Bé&chli, 2008): dentissima, dispar, fima,
melanogaster, obscura, populi, saltans e willistoni. Apesar de algumas relacdes
filogenéticas dentro deste subgénero terem sido extensivamente estudadas, em especial
aquelas referentes ao posicionamento de espécies e subgrupos dentro de grupos,
algumas questdes permanecem em aberto, entre as quais merece especial destaque
aquelas referentes a monofilia e ao posicionamento do subgénero Sophophora dentro do
género Drosophila. Esta questdo serd mais bem discutida a seguir, entretanto, a maior
parte das evidéncias leva a crer que este subgénero é monofilético e basal dentro da
filogenia do género Drosophila (Thomas & Hunt, 1993; Russo et al., 1995; Kwiatowski
et al., 1997; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e 2001; DaLage et al.,

2007; Katoh et al., 2007).

De acordo com Throckmorton (1962 e 1975), a radiagédo Sophophora subdivide-
se em pelo menos trés linhagens: (1) a linhagem derivada a partir de um ancestral
“proto-melanogaster”, que da origem aos grupos melanogaster e obscura?; (2) a
linhagem Neotropical que compreende os grupos saltans e willistoni; (3) a linhagem que
abrange os géneros Chymomyza e Neotanygastrella. Além disso, embora ndo entre nos
detalhes da questdo, Throckmorton (1975) parece favorecer, em seu esquema de
relacOes, a hipotese de que a radiacdo que da origem ao subgénero Drosophila origina-
se a partir de niveis inferiores da radiacdo Sophophora, de modo a definir um subgénero
Sophophora parafilético também com relacdo ao subgénero Drosophila, resultado este

refutado em uma série de estudos posteriores (Russo et al., 1995; Remsen & DeSalle,

2 Throckmorton (1962) considera igualmente provavel a possibilidae de que os grupos melanogaster e
obscura tenham se originado separadamente.
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1998; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999 e 2001). Embora nos
trabalhos de Pélandakis et al. (1991), Pelandakis & Solignac (1993) e Kwiatowski et al.
(1997), bem como em algumas das topologias obtidas por Katoh et al. (2000) e por
DalLage et al. (2007), o subgénero Sophophora tenha sido parafileticamente definido
com relagdo ao subgénero Drosophila, dada a ramificacdo basal do grupo willistoni, este

resultado ndo adquiriu maiores niveis de significancia em nenhum destes trabalhos.

Ainda com relacdo ao cendrio evolutivo proposto por Throckmorton (1975),
trabalhos executados por Pélandakis et al. (1991), DeSalle (1992b), Kwiatowski et al.
(1997), Katoh et al. (2000) e Dalage et al. (2007) demonstraram que 0 género
Chymomyza ndo € um membro da radiacdo Sophophora. Entretanto, a parafilia do
subgénero Sophophora foi diferentemente suportada por Katoh et al. (2000), que
apresenta representantes do género Lordiphosa como constituintes do tdxon irmdo do
cluster formado pelos grupos saltans e willistoni. Mais recentemente, resultados
apresentados por O’Grady & Kidwell (1998), Kwiatowski & Ayala (1999), Remsen &
O’Grady (2002) e Dalage et al. (2007), apoiaram a monofilia dos clados-irmaos
melanogaster/obscura e saltans/willistoni. No trabalho de Pélandakis et al. (1991), por
outro lado, o grupo melanogaster é parafiléticamente definido com relacdo aos grupos
obscura e fima, enquanto que o grupo willistoni é parafilético com relagcdo ao grupo

saltans.

Throckmorton (1975) sugeriu, ainda, que a radiagdo Sophophora originou-se nos
trépicos do Velho Mundo. Segundo Powell & DeSalle (1995) a linhagem que levou aos
grupos saltans e willistoni divergiu da linhagem ancestral aos grupos melanogaster e
obscura ha de 30/40 milhdes de anos. Mais exatamente, Russo et al. (1995), postula a
datacdo desta divergéncia para cerca de 36 milhdes de anos, enquanto que, segundo

estes autores, 0s grupos melanogaster e obscura teriam divergido mais recentemente, ha
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aproximadamente 25 milhdes de anos atras. Tamura et al. (2004), por outro lado, estima
que a divergéncia saltans/willistoni vs. melanogaster/obscura ocorreu ha cerca de 62
milhGes de anos, enquanto que a divergéncia melanogaster vs. obscura teria ocorrido ha

aproximadamente 55 milhGes de anos.

Uma deficiéncia em todos estes trabalhos refere-se ao fato de que outros grupos
tradicionalmente situados neste subgénero (dentissima, dispar e populi) ainda n&o foram
incluidos em estudos envolvendo estas espécies, de modo a estabelecer uma analise de

amplo nivel.

1.1.1 - Grupo melanogaster

O grupo melanogaster é formado por 185 espécies (Bachli, 2008), atualmente
subdivididas em 12 subgrupos: ananassae (24 espécies), montium (91 espécies),
elegans (5 espécies), ficusphila (6 espécies), eugracilis (1 espécie), takahashii (14
espécies), suzuki (18 espécies), denticulata (4 espécies), flavohirta (1 espécie), rhopaloa
(5 espécies), longissima (2 espécies) e melanogaster (9 espécies). De acordo com
Ashburner et al. (1984), Pélandakis & Solignac (1993), Goto & Kimura (2001),
Kastanis et al. (2003), Yang et al. (2004) e Da Lage et al. (2007), estes grupos podem
ser agrupados em trés linhagens principais: (1) subgrupo montium; (2) subgrupo
ananassae; (3) subgrupo melanogaster e demais subgrupos orientais analisados
(elegans, ficusphila, eugracilis, takahashii, suzuki e rhopaloa). Entretanto, existem
controvérsias quanto a identidade da primeira linhagem a divergir dentro do grupo.
Segundo Pélandakis & Solignac (1993), Goto & Kimura (2001), Kastanis et al. (2003) e
Da Lage et al. (2007), esta posi¢éo seria ocupada pelo grupo ananassae, enquanto Yang
et al. (2004) defendem que o subgrupo montium teria sido o primeiro a divergir dentro

do grupo. Uma terceira alternativa é proposta por Shawaroch (2002), em que 0s
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subgrupos ananassae e montium sdo apresentados como grupos-irméos entre si, de
forma a constituir o clado-irmdo do subgrupo melanogaster agrupado as espécies
Orientais. Pélandakis et al. (1991) apresenta um resultado similar a este; entretanto,
neste trabalho, o clado irmdo do subgrupo montium é composto pelo subgrupo
ananassae, bem como pelos grupos fima e obscura, de forma a constituir um grupo
melanogaster parafilético. No estudo realizado por Young & Coleman (2004) com base
em sequéncias do espacador intergénico 1TS2 (Internal Transcribed Spacer) do rDNA
nuclear, por outro lado, o grupo melanogaster foi parafileticamente definido com
relacdo aos grupos saltans e willistoni, dado o agrupamento de D. ananassae com 0

clado constituido por D. sturtevanti e D. willistoni.

Sinais filogenéticos conflitantes também séo encontrados nas relagBes entre o
subgrupo melanogaster e os demais subgrupos Orientais. Wong et al. (2006) propdem
que estas linhagens especiaram-se rapidamente a partir de um ancestral comum
amplamente polimdrfico, de forma que atualmente, fortes sinais de incongruéncia entre
diferentes genes sdo encontrados. Com relacdo a estes subgrupos, resultados recentes
apresentados por Lewis et al. (2005) e Da Lage et al. (2007) ndo suportam a monofilia
do subgrupo suzuki, enquanto este Gltimo trabalho também apresenta ficusphila como
polifilético. Ao mesmo tempo, Da Lage et al. (2007) propdem elevar o status
taxondmico dos subgrupos ananassae e montium para o ranking de grupos de espécies,
de forma que o grupo melanogaster agruparia apenas o subgrupo melanogaster e as
espécies Orientais. Neste sentido, estes autores apresentam a linhagem composta pelo
subgrupo elegans associado a D. lucipennis (representante do subgrupo suzukii) como
ramificacdo basal do grupo melanogaster, sob sua nova composi¢cdo. Powell & DeSalle
(1995), com base em caracteristicas sinapomorficas encontradas previamente para

duplicac6es do gene Gapdh (gliceraldeido fosfato desidrogenase), propdem que 0 grupo
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melanogaster pode ser subdividido em duas linhagens monofiléticas: a primeira
composta pelos subgrupos melanogaster e takahashii, e a segunda formada pelos

demais subgrupos.

Outro ponto controverso diz respeito as relacdes entre espéecies que compdem o
subgrupo melanogaster. De acordo com Bachli (2008), este subgrupo é formado pelas
seguintes espécies: D. melanogaster, D. simulans, D. mauritiana, D. sechellia, D.
erecta, D. orena, D. yakuba, D. teissieri e D. santomea. Segundo Caccone et al. (1996),
Russo et al. (1995), Kastanis et al. (2003) e Da Lage et al. (2007), estas espécies
evoluiram a partir de trés linhagens principais: o clado orenalerecta, o clado
yakuba/teissieri/santomea e o0 clado formado pelas espécies cripticas
melanogaster/simulans/sechellia/mauritiana. Controvérsias existem quanto as relacdes
entre estas linhagens, de forma que Lachaise et al. (1988) e Russo et al. (1995)
apresentam o clado orena/erecta como basal dentro do subgrupo, enquanto Kastanis et
al. (2003), Lewis et al. (2005), Wong et al. (2006) e Da Lage et al. (2007) defendem
que os clados orena/erecta e yakuba/teissieri/santomea representam clados-irmé&os.
Segundo Young & Coleman (2004), por outro lado, o clado composto por D. yakuba
constitui a ramificacdo basal do subgrupo melanogaster. O trabalho recente de Pollard
et al. (2006), entretanto, parece ter contribuido definitivamente para a resolucdo desta
questdo. Eles demonstraram, em uma andlise de escala gendmica, que a filogenia
agrupando as linhagens erecta e yakuba como irmas fornece a hipétese melhor
suportada, sendo que a ampla incongruéncia quanto a esta questdo é atribuida pelos
autores ao fendbmeno de “incomplete lineage sorting”, associado ao curto espago de
tempo transcorrido entre 0s eventos de especiacdo que deram origem ao subgrupo

melanogaster.
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Outras questdes que permanecem em aberto relacionam-se ao correto
agrupamento da triade simulans/sechellia/mauritiana. Caccone et al. (1996), com base
em um conjunto de 13 loci nucleares, favorecem a hipdtese de que D. sechellia e D.
mauritiana sdo espécies-irmas, visdo esta defendida por Powell & DeSalle (1995) e
Young & Coleman (2004). Por outro lado, Kastanis et al. (2003) apresentaram D.
mauritiana e D. simulans como espécies-irmds, enquanto que segundo Lewis et al.
(2005), D. sechellia e D. simulans seriam mais proximamente relacionadas. Wong et al.
(2006) argumentam que a especiacdo entre estas trés espécies também parece ter
ocorrido apenas recentemente, a partir de uma populagdo grande e polimdrfica, de
forma que amplos niveis de polimorfismo ancestral sdo ainda compartilhados entre estas

espécies.

Embora as espécies pertencentes ao grupo melanogaster distribuam-se
principalmente pelos tropicos do Velho Mundo, de modo que uma origem Paleotropical
é postulada (Pringent et al., 2003), alguns de seus representantes, tais como D.
ananassae (grupo ananassae), D. kikkawai (grupo montium), D. simulans e D.
melanogaster (grupo melanogaster), apresentam atualmente uma distribuicdo
cosmopolita. Segundo Throckmorton (1975) este grupo quase certamente originou-se no
sul da Asia, enquanto o subgrupo melanogaster parece ter-se originado na Africa sub-
Sahariana e ilhas da costa leste da Africa (Caccone et al., 1996). Algumas estimativas
de divergéncia dentro do grupo melanogaster séo fornecidas por Tamura et al. (2004):
subgrupos melanogaster vs. ananassae: 44 milhdes de anos; subgrupos melanogaster
vs. montium: 41 milhdes de anos; subgrupos melanogaster vs. takahashii: 36 milhdes de
anos; clados melanogaster/simulans vs. yakuba/teissieri ou orena/erecta: 13 milhGes de
anos; D. melanogaster vs. D. simulans: 5 milhdes de anos; D. simulans vs. D.

mauritiana: 1 milhdo de anos.
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1.1.2 — Grupo obscura

O grupo obscura é constituido por 42 espécies descritas (Bachli, 2008), grande
parte das quais habita florestas temperadas Holarticas, com algumas adaptacdes
secundarias a ambientes de altas altitudes, com clima similar ao temperado, em regides
Afrotropicais (subgrupo microlabis), Neotropicais (D. azteca e D. tolteca, membros do
subgrupo affinis) e Orientais (Gao et al., 2007). De modo geral, entretanto, uma origem
Paleértica é postulada (Pringent et al., 2003). Atualmente, as espécies do grupo obscura
sdo subdivididas em 6 subgrupos: affinis (10 espécies), microlabis (2 espécies), obscura
(16 espécies), pseudoobscura (6 espécies), sinobscura (3 espécies) e subobscura (3
espécies), além de duas espécies, D. alpina e D. helvetica, ndo classificadas em nenhum
subgrupo (Bé&chli, 2008). Originalmente, entretanto, Sturtevant (1942) dividiu o grupo
obscura em apenas duas linhagens principais: o subgrupo affinis, exclusivamente
Neartico, e 0 subgrupo obscura, com representantes Nearticos e Palearticos. Trabalhos
posteriores (Lakovaara & Saura, 1982; Latorre et al., 1988) demonstraram que 0s
membros Nedrticos do subgrupo obscura eram mais proximamente relacionados ao
subgrupo affinis do que aos demais membros do subgrupo obscura, de modo que foi
proposta sua elevagdo taxonémica para 0 novo subgrupo pseudoobscura, enquanto as
espécies Paledrticas continuaram agrupadas no subgrupo obscura. Barrio et al. (1994)
propuseram que 0s representantes do “heterogéneo subgrupo obscura” fossem
redistribuidos entre dois novos subgrupos: o subgrupo obscura, perfazendo a maior
parte das espécies, e 0 subgrupo subobscura, constituido por D. subobscura e duas
espécies endémicas de ilhas, D. guanche e D. madeirensis. Além disso, espécies
Afrotropicais recentemente descritas para a Etiopia levaram a proposicao do subgrupo

microlabis (Tsacas et al., 1985).
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Segundo Barrio & Avyala (1997), o grupo obscura constitui um taxon
monofilético derivado de diversas linhagens: (1) o subgrupo subobscura, que, segundo
estes autores talvez represente o clado ancestral de todo grupo, hipltese esta
recentemente suportada por Dalage et al. (2007); (2) uma ou mais linhagens contendo
representantes do subgrupo obscura, que apresenta uma composicdo poli ou parafilética
na maior parte dos cladogramas apresentados naquele trabalho; (3) um cluster Neértico
constituido por dois clados-irmaos, os subgrupo affinis e pseudoobscura. Uma quarta
linhagem poderia ser ainda adicionada para inclusdo do subgrupo microlabis, provavel
grupo-irméo da linhagem Neértica, segundo DalLage et al. (2007). Entretanto, segundo
Gao et al. (2007), microlabis constitui o subgrupo-irmao de subobscura, de forma que o

clado assim estabelecido corresponde a linhagem basal do grupo obscura.

Por outro lado, Ramos-Onsins et al. (1997) e O’Grady (1999) defendem que
dois grandes clados compdem o grupo obscura: o clado do Velho Mundo, formado
pelos subgrupos-irméos obscura e subobscura, e o clado do Novo Mundo, constituido
pelos subgrupos-irméos affinis e pseudoobscura. O trabalho recente de Gao et al.
(2007), entretanto, ao apresentar uma amostragem mais extensa de representantes do
Velho Mundo, recupera apenas a monofilia do clado do Novo Mundo, a despeito da
parafilia dos representantes Palearticos. Neste estudo, os subgrupos subobscura,
sinobscura, affinis e pseudoobscura foram monofileticamente recuperados, enquanto o
subgrupo obscura, mais uma vez, apresentou uma constituicdo polifilética,
subdividindo-se em trés clados diferentes: o cluster D. ambigua/D. obscura/D. tristis/D.
subsilvestris/D. dianensis, irmdo do subgrupo sinobscura; o cluster formado pelo par D.
bifasciata/D. imaii; e o cluster formado pelo par D. limingi/D. tsukubaensis. Baseados
neste resultado, os autores propdem uma nova revisdo taxondmica com referéncia ao

subgrupo obscura, de modo que 0 mesmo passe a referir-se apenas as cinco espécies
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acima explicitadas, bem como OTU’s relacionadas futuramente definidas. Gleason et al.

(1997) e O’Grady (1999), por outro lado, suportam a monofilia do subgrupo obscura.

Throckmorton (1962 e 1975) defende que a divergéncia melanogaster-obscura
teria ocorrido antes do Oligoceno Médio, de modo o grupo obscura teria se originado a
partir de uma linhagem protomelanogaster, nos tropicos do Velho Mundo. Segundo ele,
a adaptacdo a ambientes temperados teria surgido posteriormente, acompanhada de
“homo-selecdo” e efeito-fundador, e com a expansdo das florestas temperadas
Paleérticas durante o Oligoceno Médio. Ainda segundo este autor, a expansao de parte
do grupo obscura para 0 Novo Mundo teria ocorrido a partir do Estreito de Bering, no
periodo Mioceno, ha cerca de 20 milhGes de anos. O trabalho recente de Gao et al.
(2007) demonstrou que pelo menos metade das grandes linhagens constituintes do
grupo obscura parecem ter se originado a partir de radiagfes ocorridas nas imediagdes
do Mioceno Medio, h4 cerca de 15 milhGes de anos, época em que houve o

desenvolvimento final e a fragmentacdo das florestas temperadas no Hemisfério Norte.

1.1.3 — Grupo saltans

Os grupos saltans e willistoni sdo os representantes da radiacdo Sophophora
ocorrida no Novo Mundo (Throckmorton, 1975). O grupo saltans é formado por um
total de 21 espécies descritas, subdivididas em cinco subgrupos (Béachli, 2008):
subgrupo cordata (2 espécies), subgrupo elliptica (4 espécies), subgrupo parasaltans (2

espécies), subgrupo saltans (7 espécies) e subgrupo sturtevanti (6 espécies).

Segundo Throckmorton & Magalhdes (1962), a ordem ascendente de
divergéncia dos subgrupos, a partir do mais primitivo, seria: cordata, elliptica,
sturtevanti, parasaltans e saltans. Baseado nesta filogenia e nos padroes

contemporaneos de distribuicdo destes subgrupos, Throckmorton (1975) postulou que o
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ancestral do grupo originou-se nos tropicos da América do Norte, local de distribuicéo
atual dos subgrupos “mais primitivos”, cordata e elliptica. A partir dai teria havido a
colonizacdo da América do Sul, de forma que Throckmorton defende que os subgrupos
“derivados” sturtevanti, saltans e parasaltans teriam se diversificado no continente sul-
americano antes da formacdo do Istmo do Panama. Concordando com estes resultados,
o trabalho de O’Grady et al. (1998) recuperou em sua filogenia de evidéncias totais a
ramificacdo basal dos subgrupos cordata e elliptica, sendo os subgrupos-irmaos saltans
e parasaltans apresentaram um posicionamento derivado também em relacdo ao

subgrupo sturtevanti, com ramificacdo intermediéria.

Entretanto, a filogenia apresentada posteriormente por Rodriguez-Trelles et al.
(1999a) difere significativamente daquelas obtidas por Throckmorton & Magalhées
(1962) e por O’Grady et al. (1998). De acordo com a hipdtese sugerida por Rodriguez-
Trelles et al. (1999a) e Tarrio et al. (2000) a partir da analise de 2.085 pb do gene Xdh
(xantina-desidrogenase), o subgrupo parasaltans é a linhagem mais antiga do grupo
saltans, seguida, em progressdo sucessiva, pelos subgrupos sturtevanti, elliptica,
cordata e saltans. O ponto mais inconsistente nas topologias apresentadas por estes
autores diz respeito a relagdo entre os subgrupos elliptica e cordata, hora apresentados
como taxons-irm&os, hora como ramos sucessivos. Analises executadas por Rodriguez-
Trelles et al. (1999a) a partir dos dados gerados por O’Grady et al. (1998), demonstram
que inclusive estes datasets, quando analisados sob um modelo evolutivo mais coerente,
favorecem sua nova hip6tese evolutiva. Neste caso, como a distribuicdo geografica do
subgrupo parasaltans, agora mais antigo na filogenia do grupo saltans, € postulada para
o0 Brasil e para as llhas do Caribe, 0 novo cenério biogeografico emergente favorece a
hipGtese de que saltans teria se originado nos tropicos da América do Sul, e ndo na

América do Norte.
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Trabalhos recentes tém, ainda, revelado, que o grupo saltans, juntamente com o
grupo willistoni, exibe padrdes de substituicdo diferentes daqueles observados em outras
linhagens do subgénero Sophophora, apresentando um menor conteudo GC,
principalmente na terceira posicdo dos seus codons, e em menor propor¢do na primeira
posicdo dos seus cédons e em seus introns (Rodriguez-Trelles et al., 1999b e 2000a;
Tarrio et al., 2000). Segundo Rodriguez-Trelles et al. (1999b, 2000a e 2000b), as
diferengas composicionais sdo mais acentuadas em regides e genes menos restritos
funcionalmente. Além disso, as espécies dos grupos saltans e willistoni também
apresentam padrGes de viés na utilizagdo de cdédons menores e diferentes daqueles
previamente conhecidos para o subgénero Sophophora (Rodriguez-Trelles et al., 1999b
e 2000a; Powell et al., 2003), com um aumento significativo no uso de cddons
terminados em U, em detrimento dos terminados em C, para cerca de um terco dos
aminodcidos (Powell et al., 2003). Paralelamente, na linhagem saltans/willistoni, o gene
Xdh, assim como diversos outros genes menos restritos (period, Amyrel, dopa-
descarboxilase) apresentam um déficit de aminoécidos com codons ricos em GC,
contrastado por um excesso de aminoacidos codificados por cédons ricos em AT
(Rodriguez-Trellez et al., 1999b, 2000a e 2000b). Rodriguez-Trellez et al. (1999b e
2000b) apresentaram, também, evidéncias de que os grupos saltans e willistoni estéo
evoluindo a taxas maiores que 0s grupos obscura e melanogaster, a0 menos no que se
refere a substituicdes nao-sindnimas no gene Xdh. O trabalho de Rodriguez-Trelles et
al. (2000b) demonstra, ainda, a partir da utilizagdo de modelos realisticos néo-
homogéneos e ndo-estacionarios aplicados sobre uma filogenia conhecida, que o desvio
nos padrdes mutacionais ocorreu na linhagem ancestral aos grupos saltans e willistoni,

sendo que, aparentemente, o grupo saltans continua a aumentar seu contedo AT.

31



Todos estes resultados sdo congruentes com um deslocamento de pressdo
mutacional ocorrido nestas linhagens (Rodriguez-Trellez et al., 1999b, 2000a e 2000b),
uma vez que ndo foram encontradas evidéncias de selecdo positiva ou de relaxamento
de restrigdes seletivas, fendmenos que poderiam ser diagnosticados por um aumento
significativo na razdo entre a taxa de substituicdo ndo-sindnima (dN) e a taxa de
substitucdo sinénima (dS) (Rodriguez-Trelles et al., 2000a). Além disso, Rodriguez-
Trelles et al. (1999b) encontraram uma correlagdo positiva significativa entre o
contetdo GC apresentado por introns e éxons do gene Xdh, sendo que as modificacdes
sd0 mais conspicuas em regides e genes menos restritas funcionalmente, o que é
compativel com o cenério de deslocamento de viés mutacional. Neste caso, 0 aumento
nas taxas evolutivas do gene Xdh também é condizente com o fendmeno de explosdo
mutacional, previsto em casos de mudancgas no viés mutacional como uma tentativa de
atingir um novo equilibrio composicional, e cujo efeito € mais pronunciado para regides
e genes menos restritos. Por outro lado, Powell et al. (2003), ao demonstrar que apenas
cerca de um terco de todos os aminoacidos apresentam desvios com relacdo ao uso
preferencial de codons apresentado por D. melanogaster, favorecem a hipétese de que
mudancas na abundancia relativa de alguns tRNA’s isoaceptores é a melhor explicacdo
disponivel para o atual conjunto de observacfes. Outra evidéncia, apresentada por estes
autores, em favor desta hipétese refere-se ao fato de que genes portadores de um maior
viés na utilizacdo de cddons apresentam o maior desvio com relacdo ao uso preferencial
de codons apresentado por D. melanogaster. Este cenario, entretanto, ndo explica as
diferencas de composicao nucleotidica encontradas em regides ndo-codificadoras. Mais
recentemente, Singh et al. (2006) forneceram novos insights a essa questdo, ao
demonstrar que o deslocamento dos padrdes background de substituicdo na linhagem

saltans/willistoni deve-se primariamente a mudangas nos padrdes mutacionais.
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Entretanto, a diferenca estavel de conteddo GC predita por estes resultados explica
apenas as mudangas de composicao intronicas, sendo insuficientes para explicar a maior
magnitude de mudangas encontradas nas regides codificadoras. Neste caso, 0s autores
sugerem que as modificacdes no uso preferencial de codons ocorridas na linhagem
saltans/willistoni refletem mudancas nas definicbes do pool preferido de codons, ou

uma menor pressao seletiva sobre viés na utilizagéo de codons.

1.1.4 — Grupo willistoni

O grupo willistoni é constituido por 23 espécies, subdivididas atualmente em
trés subgrupos (Bdachli, 2008): alagitans (5 espécies), bocainensis (12 espécies),
willistoni (6 espécies). O subgrupo willistoni agrupa D. willistoni e suas cinco espécies
cripticas: D. equinoxialis, D. paulistorum, D. pavlovsiana, D. tropicalis e D. insularis.
Estas espécies exibem graus variados de isolamento pré-zigético e geralmente falham
em hibridizar (Ehrman & Powell, 1982). A mais notavel excecdo refere-se ao
cruzamento entre D. paulistorum e D. pavlovskiana, capaz de produzir prole constituida
por machos estéreis e fémeas férteis (Spassky et al., 1971), embora Winge (1965) e
Winge & Cordeiro (1995) também tenham relatado a obtencdo de hibridos nos
cruzamentos envolvendo outras espécies cripticas. As espécies do subgrupo willistoni
sdo, em geral, muito similares em sua morfologia externa, sendo que 0s métodos
utilizados em sua identificacdo restringem-se a inspecdo da genitalia dos machos
(Spassky, 1957), ao estudo detalhado dos cromossomos politénicos (Rohde et al., 2006)
e a testes de cruzamento (Spassky et al., 1971), embora recentemente, Garcia et al.
(2006) tenham descrito a utilizagdo da variagdo da mobilidade eletroforética da enzima
fosfatase &cida-1 (Acphl) na diagnose rapida e eficiente de cinco das seis espécies

cripticas pertencentes ao subgrupo.

33



O subgrupo willistoni contém, ainda, as seis semi-espécies que compdem a
superespécie D. paulistorum, que sdo: Andino-Brasileira, Amazobnica, Centro-
Americana, Interior, Transicional e Orinocana. Estas semi-espécies exibem entre si um
isolamento sexual etoldgico pronunciado, embora ndo absoluto, sendo que quando o
cruzamento entre elas é efetivado, o que acontece essencialmente em condigdes
laboratoriais, hibridos inviaveis ou fémeas férteis e machos estéreis sdo produzidos
(Ehrman & Powell, 1982). A semi-espécie Transicional, entretanto, parece ocupar um
status intermediario, sendo capaz de produzir hibridos férteis e viaveis, ao menos
quando inter-cruzada com representantes das semi-espécies Andino-Brasileira e Centro-

Americana (Dobzhansky et al., 1964; Ehrman & Powell, 1982).

Além disso, o subgrupo criptico também apresenta diferenciagdo em nivel de
subespécies, em que graus menores de isolamento etolégico sdo encontrados, mas
apenas machos hibridos estéreis sdo produzidos: D. willistoni diferencia-se nas
subespécies willistoni e quechua (restrita a areas da Colémbia, Peru, Equador e llhas
Galédpagos); D. equinoxialis apresenta as subespécies equinoxialis e caribbensis
(encontrada em éareas da Costa Rica, do Porto Rico, da Jamaica e de Hispaniola); e D.
tropicalis subdivide-se nas subespécies tropicalis e cubana (distribuida em
determinadas regides do Brasil, Cuba, Porto Rico, Jamaica e Hispaniola)®. Também
alocada ao grupo willistoni esta uma linhagem de status taxonémico indefinido,
chamada de linhagem Carmody (Carmody, 1965), capaz de intercruzar com algumas
linhagens de D. equinoxialis, bem como com uma das semi-espécies de D. paulistorum.
Assim sendo, o grupo willistoni é certamente um complexo de varios niveis

taxondmicos, contendo inclusive diversas espécies incipientes em statu nascendi

% Winge (1965) argumenta que estas duas subespécies deveriam ser tratadas como espécies separadas,
embora Rohde et al. (2006) ndo tenham detectado diferencas nos arranjos cromossémicos por elas
apresentados.
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(Dobzhansky & Spassky, 1959). Ele fornece, portanto, um material muito conveniente
para diversos estudos biologicos, com um arranjo seqlencial de estagios evolutivos,

ideal para anélises envolvendo mecanismos evolutivos.

Quanto a sua distribuicdo, o grupo willistoni é, essencialmente, Neotropical,
sendo que o subgrupo willistoni chega a constituir um dos mais notaveis e abundantes
grupos de drosofilideos nesta regido (Garcia et al.,, 2006). Throckmorton (1975)
argumenta que a origem deste grupo se deu na América do Sul, ap6s uma migracao
ancestral a partir da América do Norte. Através de estudos biogeogréficos, Spassky et
al. (1971) e Ehrman & Powell (1982) apontam D. willistoni como a espécie com mais
ampla distribuicdo dentro do grupo, existindo em altas densidades desde a Fldrida até o
sul do Brasil e Argentina, e desde 0 Oceano Pacifico até o Atlantico. A distribui¢do das
demais espécies do subgrupo criptico encontra-se, em geral, dentro da extensdo ocupada
por D. willistoni, sendo que esta espécie, juntamente com D. paulistorum, D.
equinoxialis e D. tropicalis sdo simpatricas desde a Guatemala, através da America
Central e do Norte da América do Sul, até a regido central do Peru e norte do Brasil
(Ayala et al., 1970; Spassky et al., 1971). Segundo Spassky et al. (1971), ao sul do
estado de S&o Paulo, no Brasil, apenas D paulistorum e D. willistoni sdo encontradas.
As outras duas espécies do subgrupo willistoni apresentam uma ocorréncia restrita e
endémica (Ehrman & Powell, 1982): D. insularis, habitante de algumas ilhas das
Pequenas Antilhas; e D. pavlovskiana, espécie rara que ocorre nas Guianas. Quanto a
super-espécie D. paulistorum, a regido da América Central ao norte do Panama tem
ocupacao restrita pela semi-espécie Centro-Americana; e o nordeste, centro e sul do
Brasil, juntamente com o Peru e a Bolivia, apresentam apenas a semi-espécie Andino-
Brasileira de D. paulistorum (Spassky et al., 1971). Na regido mais ao sul do Panaméa e

no norte da América do Sul registra-se a ocorréncia, isolada ou em simpatria, das outras
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quatro semi-espécies, juntamente com a Andino-Brasileira, que ocupa a maior area de
distribuicdo: a semi-espécie Transicional ocorre apenas no norte da Colémbia e
Venezuela; a semi-espécie Amazonica estende-se desde o sul do Panamé e Trinidade,
até os estuarios dos rios Amazonas e Tocantins; Orinocana parece confinada a regido
sul do Panama até o centro da Colémbia e da Venezuela; e Interior habita regides mais
ao sul da Colémbia e da Venezuela, até as bacias dos rios Negro, SolimBes e Amazonas
(Spassky et al., 1971). Ainda segundo Spassky et al. (1971) e Ehrman & Powell (1982),
esta distribuicdo das semi-espécies de D. paulistorum parece estar relacionada a

ocorréncia de refugios na regido da Floresta Amazonica durante o Pleistoceno.

Até 0 momento, poucos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de auxiliar
na resolucdo das relagdes filogenéticas dentro do grupo willistoni. O trabalho de
Spassky et al. (1971), desenvolvido com base em evidéncias genéticas, citogenéticas,
bioguimicas e biogeogréficas entdo disponiveis, apresenta um diagrama esquematico
das relagdes dentro do subgrupo willistoni. Segundo este diagrama, D. equinoxialis, D.
pavlovskiana e D. paulistorum sdo espécies-irmas, da mesma forma que D. insularis e
D. tropicalis, enquanto D. willistoni ndo aparece agrupada a nenhuma outra espécie.
Ainda segundo Spassky et al. (1971), dentre as semi-espécies de D. paulistorum, trés
linhagens principais podem ser distinguidas: (1) a que agrupa as semi-espécies
Transicional, Centro-Americana e Andino-Brasileira; (2) a que une Interior e
Orinocana; (3) a mono-especifica, constituida pela semi-espécie Amazénica. O trabalho
de Ayala et al. (1974), por outro lado, ja apresenta um dendrograma de relagdes para o
subgrupo, construido a partir de dados de diferenciacdo genética obtidos mediante
analise de 36 loci de alozimas. Neste trabalho o clado formado pelo agrupamento de D.
pavlovskiana/D. equinoxialis/D. paulistorum junto a D. willistoni/D. tropicalis

apresenta D. insularis como ramificacdo basal. Ainda segundo Ayala et al. (1974), as
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semi-espécies Orinocana e Interior de D. paulistorum compdem a linhagem irma do
clado que agrupa a semi-especie Amazonica ao cluster formado pelas semi-espécies
Centro-Americana/Transicional/Andino-Brazileira. Mais recentemente, Gleason et al.
(1998) publicaram o primeiro trabalho de filogenia do subgrupo willistoni realizado a
partir da analise de sequéncias codificadoras de DNA — a partir dos genes Period (per),
Alcool-desidrogenase (Adh) e Citocromo Oxidase | (COI). A hip6tese melhor suportada
por estes dados apresenta D. insularis como ramificacdo basal do subgrupo willistoni,
seguida por D. tropicalis, de forma que D. willistoni aparece como espécie-irma do
clado que agrupa D. equinoxialis e D. paulistorum. Resultados semelhantes a estes
foram recuperados por Tarrio et al. (2000), a partir da analise de seqiiéncias do gene
xantina-desidrogenase (Xdh). Entretanto, a configuracdo das espécies dentro do
subgrupo willistoni apresentada por O’Grady & Kidwell (2002) é incongruente com
aquela apresentada por Gleason et al. (1998) e por Tarrio et al. (2000), uma vez que
naquele trabalho D. equinoxialis aparece como ramificacdo basal, e D. insularis agrupa-
se com o clado formado por D. willistoni e D. tropicalis, de forma a constituir o grupo-
irmédo do clado que une D. paulistorum e D. pavlovskiana. A filogenia recentemente
publicada por Rohde et al. (2006), com base na analise evolutiva dos padrfes
cromossdémicos encontrados no cromossomo IR, vem, por fim, confirmar a
proximidade evolutiva entre D. equinoxialis e D. paulistorum, ao mesmo tempo em que
suporta a idéia de que D. insularis seja a espécie mais divergente dentro do subgrupo
willistoni. Este trabalho também apoia a efetividade do isolamento existente entre as
cinco espécies cripticas (D. pavlovskiana nédo foi incluida), ao demonstrar que todas as
inversBes segregantes apresentam uma distribuicdo restrita a apenas uma das espécies.
Por outro lado, o trabalho de Gleason et al. (1998) apresenta a linhagem Carmody

agrupada dentro do clado composto por diferentes populagbes de D. equinoxialis, de
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modo que, filogeneticamente, esta linhagem deveria ser classificada como D.
equinoxialis. Outro ponto de incongruéncia com a taxonomia tradicional diz respeito ao
posicionamento de D. pavlovskiana, que segundo o conceito biologico de espécie seria
uma espécie diferente, mas dentro de uma perspectiva filogenética, agrupa-se dentro do
cluster formado pelas diferentes semi-espécies de D. paulistorum (Gleason et al., 1997 e

1998).

Quanto as relacdes entre as semi-espécies de D. paulistorum, Gleason et al.
(1998), com base na anélise do gene per, favorece a hipétese de que Amazodnica foi a
primeira semi-espécie a divergir, no que é seguida pelo clado que agrupa Andino-
Brasileira e Orinocana. Neste caso 0s clusters que incluem as semi-espécies
Transicional/Interior e Centro-Americana/D. pavlovskiana aparecem como derivados e
irm&os entre si. O trabalho de Rohde et al. (2006), embora inclua apenas quatro das seis
semi-espécies, € congruente com estes resultados ao apresentar Andino-Brasileira e
Orinocana como homossequenciais entre si, a0 mesmo tempo em que relatam o
compartilhamento de uma inversdo encontrada em estado polimorfico na semi-espécie

Centro-Americana e fixa para a semi-especie Interior.

Poucos trabalhos tém sido executados, ainda, no sentido de auxiliar no
estabelecimento das relagdes apresentadas pelas demais espécies do grupo willistoni.
Entre as excecles, pode-se citar os estudos de Tarrio et al. (2000), O’Grady & Kidwell
(2002) e Powell et al. (2003), que, de modo geral, estdo em concordancia ao sugerir
existéncia de trés grandes linhagens dentro do grupo willistoni: a primeira unindo D.
capricorni e D. sucinea; a segunda, mono-especifica, formada por D. nebulosa; e a
terceira constituida pelas espécies cripticas. Entretanto, segundo Tarrio et al. (2000) o
subgrupo bocainensis apresenta uma composicdo parafilética com relacdo ao subgrupo

willistoni, sendo D. nebulosa mais proximamente relacionada as espécies cripticas do

38



que aos demais membros de seu subgrupo. Por outro lado, no trabalho de O’Grady &
Kidwell (2002), o subgrupo bocainensis é polifileticamente definido, uma vez que D.
nebulosa agrupa isoladamente com o grupo saltans, D. fumipennis aparece como
especie-irma do clado saltans/willistoni, e o clado capricorni/sucinea constitui o grupo-
irméo do subgrupo willistoni. Ja na analise de Powell et al. (2003), o posicionamento de
D. nebulosa apresentou-se inconstante com relacdo aos diferentes métodos de
reconstrucdo filogenética, sendo que o maior corpo de evidéncias leva a proposicao de

que esta é a espécie-irma do subgrupo willistoni.

Outro ponto relevante e controverso diz respeito & monofilia do grupo willistoni.
No estudo de Pélandakis et al. (1991) e em algumas filogenias apresentadas por
O’Grady & Kidwell (2002), este grupo é parafileticamente definido com relacdo ao
grupo saltans. O trabalho de Tarrio et al. (2000), entretanto, auxilia na resolugdo deste
debate ao apoiar confidentemente a monofilia do grupo willistoni em sua filogenia.
Estes autores afirmam, ainda, ter encontrado uma delecdo de um intron de Adh
sinapomorfico para o grupo. Além disso, os padrGes de substituicdo peculiares
demonstrados por diversos autores para as espécies do grupo willistoni (Powell et al.,
2003; Rodriguez-Trelles et al., 2000a e 2000b; Tarrio et al., 2000), com um elevado
conteldo A+T, juntamente com o fendmeno de atragdo de ramos longos, parecem ainda

explicar parte das dificuldades previamente encontradas em recuperar sua monofilia.

1.2 — O subgénero Drosophila

O subgénero Drosophila é o maior representante do género Drosophila, com
pelo menos 721 espécies, subdivididas em 43 grupos (Béchli, 2008): angor,
annulimana, antioquia, aureata, bizonata, bromeliae, calloptera, canalinea,

carbonaria, cardini, carsoni, coffeata, dreyfusi, flavopilosa, funebris, guarani, guttifera,
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histrio, immigrans, macroptera, melanica, mesophragmatica, morelia, nannoptera,
nigrosparsa, onychophora, pallidipennis, peruviana, picta, pinicola, polychaeta,
quadrisetata, quinaria, repleta, robusta, rubrifrons, simulivora, sticta, testacea,
tripunctata, tumiditarsus, virilis e xanthopallescens. Segundo Powell & DeSalle (1995),

esta radiacdo ocorreu entre 25 e 36 milhdes de anos atras.

O subgénero Drosophila constitui 0 maior representante da familia
Drosophilidae em regiGes Neotropicais, onde apresenta, pelo menos, 25 grupos de
espécies (Val et al., 1981). Malogolowkin (1953) e Throckmorton (1975) dividiram as
espécies do subgénero Drosophila em duas linhagens principais: a se¢do ou radiacdo
virilis-repleta e a secéo ou radiacdo quinaria-tripunctata, além do grupo funebris, basal
em relacdo a ambos segundo Throckmorton (1975). Segundo Russo et al. (1995)
membros das duas se¢Bes ou radiacBes divergiram entre si hd aproximadamente 33
milhdes de anos. Suporte para a existéncia das duas radiacdes &, entretanto, raramente
encontrado, sendo que nos poucos casos em que isto acontece, 0s clados apresentados
tém sua composicao alterada com relacdo ao que foi proposto por Throckmorton em
1975 (Remsen & DeSalle, 1998; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e
2001; Remsen & O’Grady, 2002; Yotoko et al., 2003; DaL age et al., 2007; Katoh et al.,
2007). Em DeSalle (1992b), membros de ambas as se¢fes encontram-se irregularmente

distribuidos ao longo da filogenia do subgénero Drosophila.

Diversos autores tém defendido que o subgénero Drosophila é, na verdade,
parafilético com relacdo a diversos outros subgéneros de Drosophila e até mesmo com
relacdo a outros géneros de Drosophilidae. Katoh et al. (2000), por exemplo, apresenta
0 subgénero Drosophila subdividido em diversas linhagens intimamente associadas a
membros dos géneros Liodrosophila, Mycodrosophila, Hirtodrosophila, Lordiphosa e

Scaptomyza. A parafilia do subgénero Drosophila com relacdo ao género Scaptomyza
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foi ainda suportada por Russo et al. (1995), Remsen & DeSalle (1998), Kwiatowski &
Ayala (1999), Tatarenkov et al. (1999a e 2001), Remsen & O’Grady (2002) e DalLage
et al. (2007). Kwiatowski & Ayala (1999) defendem ainda a parafilia do subgénero
Drosophila com relacdo a Hirtodrosophila. Segundo Russo et al. (1995), o género
Zaprionus constitui a linhagem irma do subgénero Drosophila inclusivamente
constituido, local este ocupado pelo género Liodrosophila no trabalho de DeSalle
(1992b), que apresenta 0 género Zaprionus como grupo irmdo do género Drosophila.
Em Remsen & DeSalle (1998), por outro lado, Hirtodrosophila constitui o grupo irméo
do subgénero Drosophila, sendo que o clado assim constituido apresenta Zaprionus
como linhagem irm&. Por outro lado, DalLage et al. (2007) apontam diversos outros
géneros apresentados a seguir em progressdo sucessiva, como basais em relagédo ao

subgénero Drosophila: Zaprionus, Hirtodrosophila, Mycodrosophila e Liodrosophila.

1.2.1 — Secdo virilis-repleta

A secdo virilis-repleta é formada pelos grupos angor, annulimana, bromeliae,
canalinea, carbonaria, carsoni, coffeata, dreyfusi, flavopilosa, melanica,
mesophragmatica, polychaeta, quadrisetata, repleta, robusta, virilis, xanthopallescens,
bem como os grupos nannoptera e peruviana, que habitam regifes desérticas. Segundo
Wang et al. (2006), espécies pertencentes a esta secdo distribuem-se por diferentes
zonas climaticas, sendo encontradas desde a zona circum-tropical e subtropical (grupo
polychaeta, por exemplo), em zonas temperadas quentes (grupos melanica e robusta,
por exemplo), até zonas temperadas frias e regides circum-polares (grupo virilis, por
exemplo). Além disso, representantes do grupo repleta sdo encontrados em regides
desérticas, aridas e semi-aridas, do Novo Mundo, onde se encontram associados a

diversas espécies de cactus. Throckmorton (1975) sugeriu o sul da China como
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potencial local de origem e expansdo da radiacdo viliris-repleta, hipdtese esta
parcialmente suportada por Wang et al. (2006), que propuseram, de forma mais geral,
os tropicos do Velho Mundo como ponto de origem desta secdo. A partir dai, Wang et
al. (2006) postulam a ocorréncia de cinco migracdes independentes para o Novo
Mundo, via Estreito de Bering: (1) e (2) das phylads virilis; e montana do grupo virilis;

(3) de D. robusta; (4) do grupo repleta; (5) do grupo melanica.

Segundo Pélandakis & Solignac (1993), Tatarenkov & Ayala (2001) e Dalage
et al. (2007), a secdo ou radiacdo virilis-repleta constitui um agrupamento monofilético
de taxons, dada a exclusdo do grupo polychaeta no primeiro, e do grupo tumiditarsus no
segundo e no terceiro destes estudos. No trabalho de Remsen & O’Grady (2002), por
outro lado, a secdo virilis-repleta foi parafileticamente definida com relagdo ao
subgénero Siphlodora, dada a exclusdo do grupo polychaeta. Os drosofilideos
havaianos, pertencentes tanto ao género Drosophila, quanto ao género Scaptomyza®,
parecem ainda constituir a linhagem-irma da secéo virilis-repleta (Stalker, 1972; Russo
et al., 1995; Remsen & DeSalle, 1998; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al.,
1999a e 2001; Katoh et al., 2000; Remsen & O’Grady, 2002), embora trabalhos
anteriores, realizados a partir de uma amostragem bastante reduzida de OTU’s, tenham
apresentado o subgénero Drosophila como grupo irmdo dos drosofilideos hawaianos
(Thomas & Hunt, 1991 e 1993; DeSalle, 1992a e b). Segundo Russo et al. (1995) a
divergéncia entre os clados que originam a secdo virilis-repleta e os drosofilideos

hawaianos ocorreu ha aproximadamente 32 milhGes de anos.

A parte mais derivada da arvore de Tatarenkov & Ayala (2001), construida a

partir de seqiiéncias dos genes Amd e Ddc para membros da secdo virilis-repleta,

* Previamente tido como um subgénero do género Drosophila (Wheeler, 1981), Engiscaptomyza, é
considerado, atualmente, um género a parte (Grimaldi, 1990), ou até mesmo um subgénero do género
Scaptomyza (Bé&chli, 2008).
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apresenta 0 grupo repleta, monofileticamente definido, juntamente com 0s grupos
mesophragmatica, dreyfusi e canalinea, de modo a recuperar a radiacdo repleta
proposta por Throckmorton (1975). A proximidade filogenética entre estes grupos foi
ainda confirmada por Durando et al. (2000) e Dalage et al. (2007). Segundo
Tatarenkov & Ayala (2001), o clado constituido pelos grupos bromeliae e nannoptera
constitui o grupo-irmdo da radiacdo repleta, sendo o grupo annulimana a linhagem mais
préxima do cluster assim definido. Dentre as ramificacbes mais basais apresentadas
neste trabalho encontra-se o grupo virilis, o cluster constituido pelos grupos-irméaos
robusta e melanica, e o grupo polychaeta, que se destaca como o primeiro a divergir
dentro da secdo virilis-repleta. A ramificagdo basal do grupo polychaeta foi
recentemente recuperada por Wang et al. (2006) e DalLage et al. (2007). Entretanto,
enquanto a base da radiacdo virilis-repleta apresentada por Dalage et al. (2007)
assemelha-se ao cenario apresentado por Tatarenkov & Ayala (2001), no trabalho de
Wang et al. (2006), o grupo repleta, junto aos grupos annulimana e nannoptera,
constituem a segunda linhagem a divergir dentro da secdo, de modo a constituir o
cluster-irmdo do clado que relne o0s grupos angor, virilis, robusta, melanica,

quadrisetata e clefta na arvore de evidéncias totais.

1.2.1.1 — Grupo annulimana

O grupo annulimana é formado por 16 espécies descritas (Bachli, 2008). Este
grupo foi subdividido em trés subgrupos, diferencidveis mediante inspecdo de caracteres
morfoldgicos externos: subgrupo com cerdas pré-escutelares, que inclui D. annulimana,
D. araicas, D. aragua e D. arauna; subgrupo sem cerdas pré-escutelares, e com
escutelares anteriores convergentes, formado por D. gibberosa, D. ararama, D.

talamancana e D. gigas; subgrupo sem cerdas pré-escutelares, e com cerdas escutelares
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anteriores divergentes, que abrange D. arassari e D. arapuan (Breuer & Pavan, 1950;
Vilela & Pereira, 1982). Segundo Breuer & Pavan (1950) é extremamente dificil separar
as espécies pertencentes a um mesmo subgrupo com base apenas em sua morfologia
externa, sendo necessario, nesses casos, fazer uso da analise da morfologia da genitalia
dos machos. Val et al. (1981) destacam, entretanto, que esta subdivisdo é extremamente
artificial, dada a existéncia de uma espécie, D. breuerae, com caracteristicas
intermediérias entre 0 segundo e o terceiro subgrupos. Neste sentido, Breuer & Pavan
(1950) ressaltam que, enquanto as espécies pertencentes ao subgrupo 1 e ao subgrupo 3
sdo extremamente semelhantes também em suas genitélias, D. gibberosa e D. ararama,
do subgrupo 2, tem suas genitalias bastante modificadas. Mais recentemente, Tosi &
Pereira (1993), com base em informac0es cariotipicas, confirmaram alguns dos achados
de Breuer & Pavan (1950) ao propor trés subgrupos para o grupo: o primeiro formado
por D. shineri, D. ararama, D. pseudotalamanca e D. giberosa; o segundo constituido
por D. arapuan e D. arassari; e 0 terceiro composto por D. annulimana, D. aragua, D.
aracataca e D. arauna. D. gigas foi deslocada deste grupo e nédo esté alocada a nenhum

outro até o momento (Béchli, 2008).

Segundo Val et al. (1981), o primeiro e o terceiro subgrupos [se definidos
conforme descricdo original de Breuer & Pavan (1950)] apresentam uma distribuicdo
exclusivamente Sul-Americana, enquanto o segundo subgrupo ocorre desde o México,

até o Brasil e a Argentina.

Embora Malogolowkin (1953) tenha situado o grupo annulimana junto aos
grupos funebris, guttifera, immigrans e dreyfusi, Throckmorton (1975) o transferiu para
a base da radiacdo virilis-repleta, junto aos grupos tumiditarsus, polychaeta e
carbonaria. Mais recentemente, entretanto, Tatarenkov & Ayala (2001) confirmaram a

presenca do grupo annulimana dentro da segdo virilis-repleta, como ramificacdo basal
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do clado constituido pela radiacdo repleta agrupada aos grupos-irmd@o bromeliae e

nannoptera.

1.2.1.2 — Grupo bromeliae

O grupo bromeliae apresenta apenas cinco espécies descritas, encontradas em
regibes Neotropicais em associacdo com flores de determinadas espécies de plantas.
Tatarenkov & Ayala (2001) apresentam o grupo bromeliae como irmdo do grupo
nannoptera, enquanto Remsen & O’Grady (2002) favorecem o grupo mesophragmatica
como taxon irmdo do grupo bromeliae. Segundo Throckmorton (1975), 0s grupos
nannoptera, bromeliae e peruviana, juntamente aos membros da radiacdo repleta

parecem ter se originado proximo a regides do México.

1.2.1.3 — Grupo canalinea

Um total de 11 espécies descritas corresponde ao grupo canalinea em sua
composicdo atual (Béchli, 2008). Segundo Throckmorton (1975), estas espécies sao
essencialmente habitantes de florestas, cuja distribuicdo centraliza-se na América do

Sul.

Este grupo de espécies foi localizado junto a radiacdo repleta de Throckmorton
(1975), que favoreceu o grupo dreyfusi como seu taxon irmado. A afinidade filogenética
entre 0s grupos canalinea, dreyfusi, mesophragmatica e repleta foi recentemente
confirmada por outros autores (Durando et al., 2000; O’Grady et al., 2001; Tatarenkov

& Ayala, 2001).
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1.2.1.4 — Grupo carsoni

Trata-se de um grupo monotipico, cuja Unica espécie D. carsoni, apresenta uma
distribuicéo restrita aos Estados Unidos (Bé&chli, 2008). Este grupo foi situado junto aos

grupos robusta, melanica e virilis, na radiacéo virilis-repleta (Throckmorton, 1975).

1.2.1.5 — Grupo coffeata

Sinonimizado ao grupo castanea (Markow & O’Grady, 2006) e posicionado por
Throckmorton (1975) junto a radiacdo repleta, este grupo perfaz atualmente um total de

quatro espécies de distribuicdo exclusivamente Neotropical (Bachli, 2008).

1.2.1.6 — Grupo dreyfusi

Outro membro da radiacdo repleta de Throckmorton (1975), o grupo dreyfusi é
composto atualmente por nove espécies (Béchli, 2008), cuja distribuicdo centra-se em
regibes sul-americanas (Throckmorton, 1975). Segundo Durando et al. (2000) e
O’Grady et al. (2001), espécies deste grupo agrupam-se internamente ao grupo repleta,
de modo a torna-lo um téxon parafilético. Embora em Tatarenkov & Ayala (2001) o
grupo repleta tenha sido monofileticamente recuperado, o posicionamento do grupo
dreyfusi foi inconstante mediante as analises com diferentes particbes (Amd ou Ddc ou
Amd+Ddc), ora situando-se como grupo externo ao clado composto pelos grupos
repleta e mesophragmatica (Amd), ora agrupando-se como linhagem-irm& do grupo

mesophragmatica (Ddc e Amd+Ddc).

1.2.1.7 — Grupo flavopilosa

O grupo flavopilosa é constituido por um total de 17 espécies de distribuicdo

exclusivamente Neotropical (B&chli, 2008), subdivididas em 2 subgrupos: flavopilosa,
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que apresenta D. acroria, D. crossoptera, D. lauta, D. cordeiroi, D. cestri, D.
flavopilosa e D. hollisae; e nesiota, que inclui D. incompa, D. melina, D. nesiota, D.

gentica, D. mariahelenae.

Todas as espécies do grupo flavopilosa apresentam uma ecologia restrita, na
medida em que utilizam flores da familia Solanaceae como Unico sitio de oviposicéo,
desenvolvimento e alimentacdo (Brncic, 1978; Hofmann, 1985). Sdo, portanto, espécies
monofagas que utilizam como suas hospedeiras flores, abertas ou fechadas, de 11
diferentes espécies de Cestrum e Sessea brasiliensis (Santos & Vilela, 2005), sendo que
diferentes espécies do grupo apresentam preferéncias por espécies particulares de
planta, havendo ampla sobreposicao, mas diferentes niveis de restricdo. Neste sentido, a
distribuicdo das espécies do grupo flavopilosa de Drosophila depende amplamente da
distribuicdo de suas espécies hospedeiras, que, em sua maior parte, ocorrem em relativa
abundancia na regido Neotropical (Hofmann, 1985). No Brasil, seis espécies de
Drosophila do grupo flavopilosa foram encontradas (D. cestri, D. cordeiroi, D.
flavopilosa, D. hollisae, D. incompta e D. mariahelenae) em um total de sete diferentes
espécies de Cestrum (C. amictum, C. calycinum, C. corymboum, C. intermedium, C.
parqui, C. schlenchtendalii e C. sendtnerianum) e Sessea brasiliensis (Santos & Vilela,

2005).

Embora o periodo de florescimento destas diferentes espécies de plantas varie ao
longo do ano, podendo haver sobreposi¢fes, uma questdo que permanece em aberto
acerca da ecologia do grupo flavopilosa refere-se a sua sobrevivéncia nos meses de
inverno, ou privados de recursos. Neste sentido, em alguns locais, espécies de Cestrum
com um florescimento quase que continuo foram encontradas (Santos & Vilela, 2005),

sendo que alguns autores defendem ainda que alguns adultos tenham a capacidade de
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sobreviver ao longo do inverno, de modo a fundar novas populagdes quando o periodo

de escassez terminar (Hofmann, 1985).

Throckmorton (1975) situa as espécies do grupo flavopilosa em sua radiacao
virilis-repleta, deixando seu relacionamento com os demais grupos como uma questao
em aberto. Neste sentido, este autor sugere que o grupo flavopilosa possa ser derivado,
tanto da radiacdo Neotropical que d& origem aos grupos peruviana, bromeliae e
nannoptera, quanto da radiacdo repleta. Grimaldi (1990), por outro lado, apresenta o
grupo flavopilosa junto ao clado formado essencialmente por scaptomizdides
hawaianos, levantando a possibilidade de que o mesmo sequer faca parte do género

Drosophila.

1.2.1.8 — Grupo melanica

O grupo melanica encontra-se constituido por 13 espécies (Béachli, 2008),
embora Wang et al. (2006) tenham demonstrado que a inclusdo de D. moriwakii torna
este grupo parafilético com relagcdo a representantes do grupo robusta. As demais
espécies do grupo melanica parecem, entretanto, formar um agrupamento monofilético,
subdividido em dois clados maiores: o primeiro constituido por membros do Velho
Mundo (D. tsigana e D. longiserrata) e outro por representantes do Novo Mundo (D.
micromelanica, D. melanica, D. paramelanica e D. euronotus) (Wang et al., 2006).
Dentre os representantes do Novo Mundo, Stalker (1966), em sua filogenia estabelecida
com base em dados citogenéticos, posiciona D. micromelanica e D. nigromelanica

como basais em relacdo a D. paramelanica, D. melanica e D. euronotus.
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1.2.1.9 — Grupo mesophragmatica

O grupo mesophragmatica, descrito originalmente por Brncic & Koref-
Santibafiez (1957), compreende cerca de 13 espécies de distribuicdo exclusivamente
Neotropical (B&chli, 2008). Quanto a sua distribuicdo, com excecdo de D. gaucha, que
se distribui até o sul e sudeste do Brasil, todas as demais espécies do grupo séo
essencialmente Andinas (Brncic et al., 1971). As espécies pertencentes ao grupo
mesophragmatica sdo bastante similares morfologicamente, sendo que algumas delas,
como D. gaucha e D. pavani, sdo espécies cripticas, indistinguiveis mediante inspecéao

de tragcos morfoldgicos, inclusive genitélia externa (Nacrur, 1958).

Segundo Brncic et al. (1958 e 1971), variados graus de isolamento reprodutivo
podem ser encontrados entre as espécies do grupo, de forma que D. gaucha e D. pavani,
bem como D. altiplanica e D. orkui, quando cruzadas em condigdes laboratoriais,
produzem hibridos estéreis, enquanto o cruzamento entre D. mesophragmatica e D.
pavani ou D. gaucha resulta, normalmente, na producéo de hibridos inviaveis. Por outro
lado, D. gasici, D. brncici e D. viracochi parecem ser totalmente isoladas

reprodutivamente (Brncic et al., 1971).

Nacrur (1958) propGe a subdivisdo do grupo mesophragmatica em dois
subgrupos, com base em caracteres morfolégicos externos, dado que este autor ndo
encontrou maiores diferencas mediante inspecdo de suas genitélias. Esta proposicéao foi
recentemente validada e renomeada por Vela e Rafael (2004), segundo os quais 0s
subgrupos apresentam a seguinte composi¢éo: subgrupo mesophragmatica, com cerdas
escutelares anteriores divergentes, composto por D. gasici, D. brncici, D.
mesophragmatica, D. gaucha, D. pavani, D. altiplanica, D. orkui, D. amaguana, D.
canescens, D. camaronensis e D. shyri; subgrupo viracochi, com cerdas escutelares

convergentes, composto apenas por D. viracochi e D. ruminahuii. Entretanto, Brncic et
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al. (1971) e Nair et al. (1971), com base em dados citogenéticos, e de isozimas,
demonstraram a subdivisdo do grupo em trés linhagens principais: a primeira formada
por D. gasici, D. brncici e D. mesophragmatica, a segunda contendo D. gaucha e D.
pavani, e a terceira, monoespecifica, contendo D. viracochi. Estas linhagens coincidem
com a proposicao inicial de Brncic & Koref-Santibafiez (1957), segundo os quais 0
grupo apresenta trés claras subdivisbes [apresentadas em ordem de correspondéncia
com a ordem acima apresentada para os dados de Brncic et al. (1971) e Nair et al.
(1971)]: a primeira, com espécies escuras e com cerdas escutelares divergentes, a
segunda com espécies mais claras e com cerdas escutelares divergentes e a terceira,
cujas cerdas escutelares s@o convergentes. Ainda segundo Brncic et al. (1971) e Nair et

al. (1971), a linhagem gaucha/pavani é mais diferenciada, geneticamente, das demais.

Segundo Throckmorton (1975), este grupo é proximamente relacionado aos
grupos repleta, coffeata (= castanea), canalinea e dreyfusi, de modo a compor um dos
membros da radiacdo repleta, resultados estes confirmados recentemente na analise
executada por Tatarenkov & Ayala (2001). Neste trabalho, 0 grupo mesophragmatica
foi posicionado como irmdo do grupo repleta (nas andlises realizadas com base em
seqliéncias do gene Amd), ou como irmédo do grupo dreyfusi (nas analises realizadas a
partir de Ddc e de Amd+Ddc). Remsen & O’Grady (2002), entretanto, situam o grupo

mesophragmatica como irmédo do grupo bromeliae.

1.2.1.10 - Grupo nannoptera

Trata-se de um grupo pequeno, com quatro espécies descritas (Bachli, 2008),
que ocorrem em regifes desérticas ao longo do continente americano. Suas relacdes

filogenéticas foram estabelecidas por Ward & Heed (1970), que, a partir da analise de
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cromossomos politénicos, apresentam D. wassermani e D. nannoptera como espécies

irmas derivadas com relacdo a D. acanthoptera e D. pachea.

Throckmorton (1975), bem como achados recentes de Tatarenkov & Ayala

(2001) favorecem a viséo de que 0s grupos nannoptera e bromeliae sdo irmaos entre si.

1.2.1.11 — Grupo peruviana

O grupo Neotropical monoespecifico peruviana também tem sua distribuicdo
associada a flores em regibes desérticas. Este grupo foi posicionado por Throckmorton
(1975) na radiacdo virilis-repleta, como intimamente relacionado aos grupos bromeliae

€ nannoptera.

1.2.1.12 — Grupo polychaeta

Composto atualmente por sete espécies (Béchli, 2008), o grupo polychaeta teve
sua monofilia recentemente validada (Wang et al., 2006; DalLage et al., 2007). O
trabalho de Wang et al. (2006) também forneceu suporte para a proximidade
filogenética entre o grupo polychaeta e D. fluvialis, uma espécie tropical até 0 momento
ndo designada a nenhum grupo, sendo que o clado assim constituido estabelece uma das
ramificagcdes basais da radiacdo virilis-repleta. Resultados semelhantes foram também
sugeridos por Throckmorton (1975), Tatarenkov & Ayala (2001) e DalLage et al. (2007)
com relacdo ao grupo polychaeta. As espécies deste grupo apresentam, em geral, uma
distribuicdo tropical disjunta, de forma que, embora a maioria das espécies seja

Asidtica, D. hirtipes é encontrada na Africa e D. illota nos Neotropicos.
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1.2.1.13 - Grupo repleta

O grupo repleta compreende, atualmente, pelo menos 100 espécies, subdivididas
em seis subgrupos (Bdachli, 2008): fasciola (21 especies), hydei (7 espécies), inca (3
especies), mercatorum (4 espécies), mulleri (50 espécies) e repleta (9 espécies). A
taxonomia classica divide, ainda, estes subgrupos em complexos, clusters e subclusters.
Espécies pertencentes ao subgrupo hydei, por exemplo, encontram-se agrupadas nos
complexos bifurca e hydei, enquanto que o subgrupo repleta tem suas espécies
agrupadas nos complexos fulvimacula e repleta (Bachli, 2008). J& o subgrupo mulleri
encontra-se subdividido em dez complexos de espécies: anceps, buzzatii, eremophila,
longicornis, martensis, meridiana, mojavensis, mulleri, ritae e stalkeri (Bachli, 2008).
De acordo Wang et al. (2006), ancestrais do grupo repleta devem ter evoluido nos
trépicos do Velho Mundo, a partir de onde se dispersaram e, atingindo o Novo Mundo,
finalmente se diversificaram, sendo que 0s representantes que permaneceram no Velho
Mundo extinguiram-se. Com isso, 0 grupo repleta é, atualmente, um grupo tipicamente
Neotropical (Val et al., 1981), onde distribui-se por zonas &ridas e semi-aridas, em
associacao a diversas espécies de cactus, embora representantes do subgrupo fasciola
sejam encontrados em areas mais Umidas da América Central e da América do Sul
(Throckmorton, 1975). Throckmorton (1975) associou a diversificagdo do grupo com o
desenvolvimento dos desertos americanos. Datagdes de Russo et al. (1995), postulam

que o grupo repleta originou-se ha cerca de 18 milhdes de anos.

Muitas espécies deste grupo apresentam, entre si, variados graus de isolamento
reprodutivo, tornando-as organismos-modelo adequados para estudos de especiacéo.
Este € o caso, por exemplo, das trés espécies pertencentes ao cluster mojavensis do
subgrupo mulleri: enquanto que o cruzamento de D. arizonae com D. navojoa, resulta

em hibridos estéreis (Ruiz et al., 1990), D. mojavensis e D. arizonae, duas espécies
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cripticas entre si, produzem hibridos ferteis em condigdes laboratoriais (embora hibridos
ndo tenham sido coletados em ambiente natural). Entretanto, recentemente, Oliveira et
al. (2003) demonstraram que eventos de reticulagdo recente podem estar
desempenhando um papel fundamental na evolucdo destas especies. Moran &
Fontdevila (2005) também recorrem a fendmenos antigos de introgressdo, bem como a
possivel retencdo de polimorfismo ancestral, na tentativa de explicar as incongruéncias
encontradas em sua analise filogenética do subgrupo hydei, ja que eventos internos de

hibridacdo foram previamente notificados (Wasserman, 1992).

Durando et al. (2000) e O’Grady et al. (2001) sugerem que possivelmente o
grupo repleta é parafilético com relacdo aos grupos mesophragmatica, dreyfusi e
canalinea, embora Durando et al. (2000) admitam que esta inferéncia pode ser
resultante da resolucdo deficiente apresentada na base de sua filogenia. Neste Gltimo
trabalho, este resultado &, ainda, pobremente suportado, dado que o acréscimo de apenas
dois passos ao comprimento da arvore de méaxima parciménia torna o grupo repleta
monofilético. Dadas estas consideracdes, Katoh et al. (2000), Tatarenkov & Ayala
(2001), Wang et al. (2006) e DaLage et al. (2007), recuperam a monofilia do grupo
repleta, embora este resultado deva ser interpretado com cautela, dado o baixo nimero

de espécies incluidas nestes trabalhos (oito, oito, doze e seis, respectivamente).

Segundo Tatarenkov & Avyala (2001), o subgrupo fasciola é o primeiro a
divergir dentre os membros do grupo repleta, enquanto o clado constituido pelos
subgrupos-irméaos hydei e mulleri apresenta-se como derivado em relacdo aos demais. Ja
0s subgrupos repleta e mercatorum apresentam um posicionamento intermediario nas
filogenias obtidas por Tatarenkov & Ayala (2001), aparecendo, ora como taxons-
irmdos, ora como ramificagcbes independentes, embora Throckmorton (1975) e

Wasserman (1992) defendam o primeiro destes cenérios. A afinidade filogenética entre
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0s subgrupos repleta e mercatorum foi, ainda, suportada por Durando et al. (2000).
Neste trabalho, entretanto, apenas o0s subgrupos mercatorum e hydei séo
monofileticamente recuperados, de forma que o subgrupo repleta é parafileticamente
definido com relacéo ao subgrupo mercatorum, enquanto o subgrupo mulleri representa

um agrupamento polifilético de espécies.

De acordo com Durando et al. (2000), internamente ao subgrupo mulleri, os
complexos mulleri, buzzatii, eremophila e meridiana sdo monofiléticos, enquanto que
anceps apresenta seu status taxonomico ndo-resolvido. Ainda segundo este autor os
complexos mulleri e buzzatii constituem taxons-irmaos entre si, enquanto os demais
complexos apresentam ramificacOes independentes. Neste caso, o subgrupo eremophila
parece constituir o clado irmdo do subgrupo hydei, resultado este também suportando
por Russo et al. (1995). Dentro do complexo mulleri recuperado por Durando et al.
(2000), membros dos clusters mojavensis misturam-se ao cluster mulleri, da mesma
forma que os clusters ritae e longicornis. No complexo buzzatii, por outro lado, os trés
clusters sdo monofileticamente definidos, sendo que stalkeri representa a ramificagéo
basal, e martensis e buzzatii sdo clusters-irmdos entre si. Rodriguez-Trelles et al.
(2000c) apresenta um resultado similar a este, exceto que neste caso stalkeri apresenta

uma composicao parafilética bem suportada.

A filogenia do subgrupo hydei foi recentemente estudada por Moran &
Fontdevila (2005 e 2006). No primeiro destes estudos, tanto 0 complexo bifurca, quanto
0 complexo hydei foram parafileticamente definidos com relagdo um ao outro.
Entretanto, no trabalho de 2006, estes autores consistentemente validam a monofilia do

complexo hydei, contrastada pela reiteracdo da parafilia do complexo bifurca.
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1.2.1.14 — Grupo robusta

O grupo robusta apresenta, atualmente, 16 especies descritas, subdivididas em
trés subgrupos (Bachli, 2008): lacertosa (sete espécies), okadai (trés espécies) e robusta
(quatro espécies). Entretanto, Wang et al. (2006) ndo recuperaram a monofilia de
nenhum destes subgrupos, sendo que o grupo robusta apresentou, neste trabalho, uma
constituicdo parafilética com relacdo aos grupos quadrisetata, clefta e melanica. De
modo geral, estes autores apresentam o subgrupo robusta como taxon-irmdo do grupo
melanica, enquanto os subgrupos lacertosa e okadai aparecem agrupados aos grupos
quadrisetata e clefta. A proximidade filogenética entre os grupos robusta e melanica
foi, ainda, sugerida por Tatarenkov & Ayala (2001), enquanto Stalker (1972)

consideram o grupo robusta como taxon irmdo dos drosofilideos havaianos.

Segundo Markow & O’Grady (2006), espécies do grupo robusta sao
encontradas em regides temperadas da América do Norte, da Europa e da Asia,
apresentando pelo menos uma espécie Afrotropical. Para Wang et al. (2006) o padréo
de especiacdo evidenciado em sua filogenia pode refletir especializagcdes a habitats
diferentes, uma vez que o subgrupo robusta e o grupo melanica parecem preferir
regides mais distantes de linhas d"agua, dentro das florestas temperadas, enquanto que
0s subgrupos okadai e lacertosa, bem como os grupos quadrisetata e clefta apresentam

uma distribuicdo mais ribeirinha.

1.2.1.15 — Grupo virilis

O grupo virilis é formado por 12 espécies descritas (Béchli, 2008), que
alimentam-se, principalmente de seiva de plantas (Pringent et al., 2003). Dentre as
espécies que compdem o grupo virilis, apenas D. virilis apresenta uma distribuicdo que

se estende até a regido Neotropical (Val et al., 1981). As demais apresentam uma
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distribuicéo tipicamente boreal (Markow & O’Grady, 2006). O grupo virilis encontra-se
atualmente subdividido em quatro subgrupos (Spicer, 1991): virilis, que inclui D. virilis,
D. lummei, D. novamexicana, D. americana (subespécies texana e americana);
montana, formado por D. montana, D. lacicola, D. flavomontana e D. borealis;
litoralis, formado por D. littoralis, D. ezoana e D. canadiana; e a linhagem monotipica
kanekoi, composta por D. kanekoi. Cruzamentos entre espécies pertencentes a este
grupo ilustram gradacdes completas de isolamento reprodutivo pés-copulatério, desde a
inviabilidade dos hibridos até sua completa fertilidade (Throckmorton, 1982). Apoiados
por estes resultados, Nurminsky et al. (1996) defendem que o grupo virilis diversificou-
se recentemente, ha apenas 9 milhdes de anos atras. Este trabalho suporta ainda a
monofilia dos clados virilis e montana, sugerindo sua equivaléncia a subgrupos de

espécies.

Considerado como um todo, o grupo virilis teve sua monofilia recentemente
suportada por Wang et al. (2006) e DaLage et al. (2007). No primeiro destes trabalhos
0s quatro agrupamentos de espécies previamente propostos por Spicer (1991) foram
devidamente recuperados, sendo que o clado montana destacou-se como a ramificacdo
basal dentro do grupo. As relacdes entre os demais clados ndo foram, entretanto,

definidas, dado o posicionamento inconstante de D. kanekoi.

Caletka & McAllister (2004), por outro lado, examinaram as relagdes
filogenéticas entre espécies cromossomicamente variaveis do subgrupo virilis, a partir
de marcadores mitocondriais. Seus resultados suportam a ramificacdo basal das espécies
Paleérticas D. virilis e D. lummei, sendo que esta ultima constitui a linhagem irméd do
clado Neartico formado por representantes das espécies D. novamexicana e D.
americana. Relacionamentos semelhantes foram também recuperados por O’Grady et

al. (2001), com base na analise combinada de sequéncias de DNA e marcadores
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citogenéticos, bem como por DaLage et al. (2007). Com base nestas relacdes, Caletka &
McAllister (2004) estipulam que a radiacdo Neartica do subgrupo se deu a partir de
eventos de dispersdo de ancestrais compartilhados com D. lummei, a partir do Estreito
de Bering, ha cerca de trés milhGes de anos atras. Este estudo também demonstrou a
auséncia de divergéncia entre as subespécies cromossomicamente definidas de D.
americana, de forma que esta subdivisdo ndo € substanciada. Neste caso, o
aparecimento das duas formas cromossomicas deve ter ocorrido recentemente, bem

depois do ultimo evento de coalescéncia de seus alelos mitocondriais.

Com relagdo aos demais subgrupos, O’Grady et al. (2001) foram capazes de
recuperar a monofilia do subgrupo montana, enquanto o subgrupo litoralis apresentou

uma composicdo polifilética.

1.2.1.16 — Grupo tumiditarsus

O grupo tumiditarsus perfaz outro grupo monoespecifico, cuja unica espécie D.
repletoides, é encontrada em regiGes da China e Japdo. Embora Throckmorton (1975)
tenha situado o grupo tumiditarsus junto a radiagdo virilis-repleta, trabalhos recentes
executados por Tatarenkov & Ayala (2001) e DalLage et al. (2007) ndo corroboram este

posicionamento.

1.2.2 — Secdo quinaria-tripunctata

J& a secdo quinaria-tripunctata é constituida pelos grupos calloptera, cardini,
guarani, immigrans, macroptera, pallidipennis, pinicola, quinaria, rubrifrons sticta,
testacea e tripunctata. Segundo Throckmorton (1975), representantes desta secao
compdem a chamada radiacdo immigrans-Hirtodrosophila, que serve como base a partir

da qual, em diferentes momentos e niveis, diversos outros taxons se originam. Entre os
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géneros e subgéneros destacados por Throckmorton (1975) como participantes desta
radiacdo, pode-se citar: Zaprionus, Samoaia, Hirtodrosophila, Mycodrosophila,

Zygothrica, Scaptomyza, Dorsilopha, etc.

1.2.2.1 - Grupo calloptera

O grupo calloptera apresenta atualmente um total de oito espécies
essencialmente latino-americanas (Bé&chli, 2008), sendo D. calloptera seu representante
mais amplamente distribuido, encontrado desde o México até o sul do Brasil (Val et al.,
1981). D. ornatipennis, por outro lado, tem sua distribuicdo restrita as llhas do Caribe

(Bachli, 2008).

Bastante peculiares morfologicamente, as espécies do grupo calloptera sdo
caracterizadas pela presenga de amplas ornamentacdes nas asas e no mesonoto (Burla &
Pavan, 1953). Segundo Val et al. (1981), as espécies do grupo calloptera podem ser
subdivididas em dois clusters: o primeiro formado por D. kallima, D. lindae, D.
quadrum e D. schildi; o segundo constituido por D. atrata, D. calloptera, D. maracaya
e D. ornatipennis. Mesmo sendo um grupo bastante reduzido em termos de nimero de
espécies, calloptera teve sua monofilia questionada por Yotoko et al. (2003), sendo que
os dois clusters recuperados neste trabalho também ndo suportam a subdivisdo acima

apresentada.

Throckmorton (1975) posicionou o grupo calloptera dentro da radiacdo
tripunctata, resultado este recentemente confirmado por Remsen & O’Grady (2002) e
por Yotoko et al. (2003). Entretanto, enquanto Remsen & O’Grady (2002) sugerem o
grupo guarani como taxon irmao do grupo calloptera, Yotoko et al. (2003) apresenta
dois membros do grupo calloptera (D. calloptera e D. schildi) agrupados com membros

do grupo guarani (D. maculifrons e D. griseolineata), enquanto a terceira espécie
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analisada (D. atrata) agrupou-se com D. cuaso em um clado independente. Estes
resultados s@o parcialmente concordantes com as proposi¢oes de Burla & Pavan (1953),
que acreditavam que o grupo calloptera era proximamente relacionado aos grupos
tripunctata, quinaria, guarani e cardini, mas apresentavam 0 grupo guarani como

taxon-irmao.

1.2.2.2 - Grupo cardini

O grupo cardini apresenta um total de 16 espécies descritas, embora uma delas,
D. bedicheki, tenha sido coletada uma Unica vez (em 1964, em Trinidad, por S.
Bedichek Pipkin de acordo com Heed & Russel, 1971). Este grupo encontra-se
distribuido ao longo da América Neotropical, inclusive Ilhas do Caribe, sendo
caracterizado por apresentar um amplo espectro de variagcdo na pigmentacao abdominal,
no que diz respeito tanto aos padrdes quanto a intensidade de pigmentacdo. Heed (1962)
subdividiu as espécies deste grupo em dois subgrupos: subgrupos dunni, que inclui sete
espécies (D. belladunni, D. dunni, D. similis, D. caribiana, D. antillea, D. arawakana, e
D. nigrodunni), e cardini, que apresenta atualmente outras nove espécies (D. bedicheki,
D. cardini, D. cardinoides, D. parthenogenetica, D. neomorpha, D. polymorpha, D.
neocardini, D. procardinoides e D. acutilabella). Entre estas espécies, os pares D.
bedichecki e D. cardinoides, D. parthenogenetica e D. procardinoides, e D. neomorpha

e D. polymorpha, sdo compostos por espécies cripticas (Markow & O’Grady, 2006).

As espécies do subgrupo dunni apresentam uma distribuicdo endémica para as
Ilhas do Caribe, sendo que cada forma (espécie ou subespécie) distribui-se,
exclusivamente, em uma Unica Ilha (Heed, 1962) (D. belladunni é endémica da
Jamaica; D. dunni apresenta uma subespécie em Porto Rico e outra em St. Thomas; D.

similis tem uma subespécie em St. Vincent e outra em Grenada; D. caribiana é
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endémica de Martinique; D. antillea é endémica de St. Lucia; D. arawakana tem uma
subespécie em St. Kitts e outra em Guadeloupe; e D. nigrodunni é endémica de
Barbados). Neste caso, o estabelecimento de subespécies se deu com base em diferencas
intra-especificas, com fertilidade em alopatria, quanto aos resultados dos cruzamentos
com outras especies (D. similis), ou com base em diferencas morfologicas e
citogenéticas (D. arawakana e D. dunni) (Heed, 1962). Segundo Brisson et al. (2006)
este subgrupo é caracterizado pela presenca de um padrdo monomérfico de pigmentacao
que, analisado interespecificamente, acaba por formar uma clina norte-sul, com espécies
escuras ocupando regides mais ao sul e espécies mais claras distribuidas nas Ilhas mais
ao norte. Heed & Krishnamurthy (1959) e Heed (1962) atestam que diversos graus de
isolamento reprodutivo s&o exibidos nos cruzamentos envolvendo os membros do
subgrupo dunni, indo desde a fertilidade completa (como entre as duas subespécies de
D. dunni, D. similis ou D. arawakana) ou parcial (como entre D. arawakana e D. similis
grenadensis), até certo isolamento sexual (como entre representantes de D. dunni e D.
similis) e esterilidade completa / inviabilidade dos hibridos (como em qualquer
cruzamento envolvendo D. caribiana). Segundo Heed (1962), o mecanismo de
isolamento mais comum para o0 grupo é a esterilidade dos machos, de forma que
praticamente todos os cruzamentos interespecificos produziam machos hibridos estéreis.
Outra caracteristica freqlientemente encontrada nestes cruzamentos interespecificos é a
presencga de uma clina de raz&o sexual desigual nos hibridos de diferentes cruzamentos,
cuja severidade aumenta com o aumento da distancia entre as ilhas (Heed &
Krishnamurthy, 1959; Heed, 1962). Segundo Heed (1962), alguns destes casos parecem
resultantes do efeito Haldane, enquanto outros parecem estar relacionados a efeitos
maternos. Além disso, larvas do subgrupo dunni exibem uma certa taxa de canibalismo

(Heed & Krishnamurthy, 1959).
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O subgrupo cardini, por outro lado, foi estabelecido para abranger todas aquelas
especies do grupo cardini ndo incluidas no subgrupo dunni (Heed, 1962). Ele apresenta
especies amplamente distribuidas em areas americanas continentais, principalmente na
América do Sul e Central, bem como D. acutilabella, encontrada desde os Estados
Unidos, México e Cuba até o Panama, bem como nas Ilhas de Hispaniola e Jamaica
(Béchli, 2008). Todas as espécies do subgrupo cardini, com excecdo de D.
procardinoides®, apresentam um amplo grau de polimorfismo intra-especifico para os
padrdes de pigmentacdo abdominal (Brisson et al., 2006). Além disso, 0 subgrupo
cardini apresenta uma maior frequéncia de inversdes, quando comparado ao subgrupo
dunni (Heed & Russell, 1971). Dentro deste subgrupo, mecanismos de isolamento
reprodutivo parecem ser mais rigidos e eficientes, sendo que, como suas espécies sdo
freqlientemente encontradas em simpatria, 0 isolamento sexual parece ser mais
frequente (Heed, 1962). A producdo de hibridos, neste caso, restringe-se aos
cruzamentos envolvendo D. acutilabella e outras espécies (D. cardinoides, D.
parthenogenetica, D. polymorpha e D. neocardini), bem como aqueles envolvendo a
triade D. parthenogenetica, D. cardinoides e D. procardinoides, ou o par D.
polymorpha, D. neomorpha (Heed, 1962; Heed & Russell, 1971). Em cruzamentos
envolvendo espécies dos subgrupos cardini e dunni, hibridos foram produzidos apenas
quando o subgrupo continental era representado por D. acutilabella (Heed, 1962). D.
cardini, D. cardinoides e D. acutilabella sdo caracterizadas, ainda, como as espécies
mais amplamente polimdrficas, possivelmente ancestrais em relacdo a subconjuntos

formados pelas demais espécies (Heed & Russell, 1971).

® Curiosamente, a Unica espécie do subgrupo a apresentar uma distribuico restrita [as altas elevacdes da
Bolivia e do Peru, segundo Brisson et al. (2006)]. Isto estd em inteira concordancia a hipétese de que
adaptac@es locais expliquem a configuracdo em que espécies de distribuicdo restrita apresentam padrbes
monomorficos de pigmentacdo em contraste as espécies de distribuicdo ampla, mais polimdrficas para
estes padroes.
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Diversas hipoteses filogenéticas foram desenvolvidas para o grupo cardini ao
longo dos ultimos 50 anos, tanto com base na analise dos padrdes de isolamento
reprodutivo (Heed & Krishnamurthy, 1959) e de morfologia de genitalia masculina
(Heed, 1962), quanto com base em padrdes de inversao cromossémica (Heed & Russel,
1971) e de similaridade genética em nivel de isozimas (Napp & Cordeiro, 1981). Estas
hipoteses sdo particularmente conflitantes no que diz respeito ao posicionamento de D.
neocardini: esta espécie € apresentada como membro basal do clado contendo D.
acutilabella bem como todas as espécies do subgrupo dunni no trabalho de Heed &
Russel (1971), ou como membro do clado que agrupa ainda D. neomorpha e D.
polymorpha segundo a andlise de morfologia de genitalia, realizada por Heed (1962).
Os dados combinados de Brisson et al. (2006), entretanto, constituidos de seqtiéncias de
trés genes nucleares (pgd — fosfogluconato desidrogenase, sod — Cu, Zn superdxido
dismutase, mlc — cadeia leve da miosina) e trés mitocondriais (COIll — citocromo
oxidase Il, cytB — citocromo B, 16S — RNA ribossomal 16S), rejeitaram todas as
hipoteses anteriores. A filogenia de evidéncias totais obtida neste trabalho para o grupo
cardini apresenta D. cardini como ramificacdo basal, no que se segue a divergéncia do
clado contendo D. polymorpha/D. neomorpha e, posteriormente, do clado contendo D.
neocardini/D. cardinoides/D. parthenogenetica/D. procardinoides. O Gltimo membro
do subgrupo cardini, D. acutilabella, agrupa-se com D. belladunni, do subgrupo dunni,
de modo a constituir a linhagem irma do clado que contém os demais representantes do
subgrupo dunni. A afinidade filogenética entre D. acutilabella e D. belladunni com os
membros do subgrupo dunni, bem como a proximidade evolutiva entre as linhagens de
D. arawakana, D. caribiana, D. antillea e D. nigrodunni entre si, foram ainda
previamente sugeridos por Heed & Krishnamurthy (1959). Heed (1962), por outro lado,

afirma que acutilabella assemelha-se tanto a triade neocardini/polymorpha/neomorpha

62



quanto ao subgrupo dunni, sendo que esta triade, ou at¢é mesmo D. neocardini
isoladamente, é proposta como elo de ligacdo entre o subgrupo continental e insular,
enguanto o complexo nigrodunni, que envolve D. arawakana, D. caribiana, D. antillea
e D. nigrodunni, é caracterizado como criptico inclusive no que diz respeito a padroes
de genitalia. Resultados apresentados por Heed & Russel (1971) demonstram ainda que
as espécies deste complexo sdo homossequenciais no que diz respeito aos arranjos
cromossomicos fixados. Este trabalho apresenta ainda padrdes de evolugdo comum para
o0 par D. polymorpha e D. neomorpha, que aparece como irmdo do agrupamento
formado por D. cardinoides, D. bedichecki, D. parthenogenetica e D. procardinoides.
Neste sentido, D. neocardini € posicionada como basal em relacdo ao clado que
apresenta D. acutilabella como linhagem irma do subgrupo dunni. Napp & Cordeiro
(1981), por outro lado, ao mesmo tempo em que concordam com 0 agrupamento do
complexo nigrodunni, posicionam D. dunni junto a D. neomorpha, de forma a néo
apresentar suporte a monofilia do subgrupo dunni. Ainda neste caso, D. cardini é
agrupada com D. cardinoides, enquanto D. parthenogenetica e D. procardinoides séo

agrupadas com D. polymorpha.

Desta forma, a monofilia do subgrupo cardini foi rejeitada por Brisson et al.
(2006), segundo os quais espécies deste subgrupo divergiram umas das outras ha mais
de 6,6 milhdes de anos atrés. Estes autores defendem, ainda, a transferéncia de D.
belladunni para o subgrupo cardini, de modo a tornar o subgrupo dunni monofilético.
Como D. belladunni e D. acutilabella, constituintes da linhagem irmé deste subgrupo,
encontram-se distribuidas na América do Norte e Grandes Antilhas, uma origem
setentrional é postulada para os membros do subgrupo dunni (Heed & Krishnamurthy,
1959). A ramificacdo basal de D. cardini é, ainda, fortemente suportada por testes de

cruzamento, que a destacam como Unica espécie totalmente isolada reprodutivamente
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(Heed, 1962); bem como por dados citologicos, que demonstram que esta € a Unica
especie do grupo a apresentar seis pares de cromossomos metafasicos (uma vez que as
demais espécies do grupo apresentam quatro pares de cromossomos), bem como
arranjos cromossodmicos semelhantes aos inferidos para a sequiéncia ancestral ao grupo

(Heed & Russel, 1971).

Quanto ao relacionamento com os demais grupos do subgénero Drosophila, o
grupo cardini tem-se revelado um agrupamento monofilético (Yotoko et al., 2003;
Brisson et al., 2006; DalLage et al., 2007), situado junto a radiacdo immigrans-
tripunctata (Remsen & O’Grady, 2002; Yotoko et al., 2003; DalLage et al., 2007)
proximamente relacionado aos grupos calloptera (Remsen & O’Grady, 2002), guarani
(Remsen & O’Grady, 2002; DaLage et al., 2007), tripunctata e pallidipennis (Yotoko et

al., 2003; DalLage et al., 2007).

1.2.2.3 — Grupo funebris

Embora Throckmorton (1975) tenha apresentado este grupo como basal em
relagdo as radiaces virilis-repleta e immigrans-tripunctata, a maior parte dos trabalhos
posteriores (Katoh et al., 2000; Tatarenkov et al., 2001; Remsen & O’Grady, 2002;
Yotoko et al., 2003; DalLage et al., 2007) o tem situado junto aos representantes da
radiacdo immigrans-tripunctata. Atualmente composto por sete espécies (Béchli, 2008),
entre as quais D. funebris apresenta uma distribuicdo cosmopolita, e D. macrospina e D.
subfunebris parecem ser principalmente Nearticas. D. pentaspina apresenta registros
para a India e D. multispina distribui-se ao longo da india, da China, do Japdo e da
Russia. D. altukhovi também ocorre na Russia. S80, em sua maioria, espécies micofagas

(Pringent et al., 2003).
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1.2.2.4 - Grupo guarani

O grupo guarani, originalmente estabelecido por Dobzhansky & Pavan (1943),
abrange, atualmente, um total de 16 espécies (Bachli, 2008), subdivididas em dois
subgrupos (King, 1947): guaramunu (3 espeécies), constituido por D. griseolineata, D.
guaraja e D. maculifrons (= D. guaramunu, segundo Vilela & Béchli, 1990); e guarani
(5 espécies), formado por D. guaru, D. ornatifrons (= D. guarani, segundo Vilela &
Béchli, 1990), D. subbadia, D. tucumana e D. urubamba. Outras oito espécies (D.
alexandrei, D. araucana, D. cuscungu, D. ecuatoriana, D. huilliche, D. limbinervis, D.

pichinchana e D. quitensis) ndo foram, até 0 momento, alocadas a nenhum subgrupo.

Todas as espécies do grupo guarani sdo Neotropicais em sua distribuicao,
restringindo-se a areas da América do Sul e Central. D. subbadia parece ser a espécie do
grupo com distribuicdo mais restrita, sendo encontrada apenas em areas do México
Central. D. ornatifrons e D. guaru, por outro lado, ocorrem principalmente em areas
brasileiras, embora haja registros de D. ornatifrons no Uruguai, Bolivia e Coldémbia
(Kastritsis, 1969; Bachli, 2008). Dentro do subgrupo guaramunu, D. griseolineata e D.
maculifrons sdo espécies de distribuicdo mais ampla, em detrimento de D. guaraja,
raramente encontrada até mesmo em territorio brasileiro: D. griseolineata é encontrada
em regifes do Brasil, Bolivia, Coldmbia, Equador e Venezuela; D. maculifrons
apresenta registros no Brasil, Argentina, Bolivia e Peru (Salzano, 1955; Kastritsis, 1969;
Béchli, 2008). Segundo Salzano (1955), na regido Sul da América Latina, D.
maculifrons é muito mais comum e amplamente distribuida que D. griseolineata, sendo
que este autor encontrou uma correlacdo positiva entre amplitude de ocorréncia e niveis

de polimorfismo cromossémico na comparagdo entre estas duas espécies.

A partir da realizacdo de testes de cruzamento, King (1947) estabeleceu que,

dentro do subgrupo guarani, as espécies simpatricas D. ornatifrons e D. guaru estdo
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efetivamente isoladas sexualmente, enquanto D. ornatifrons e D. subbadia copulam,
mas a fertilizacdo é abortada ou os hibridos séo inviabilizados em estagios precoces de
desenvolvimento®. Por outro lado, segundo este autor, cruzamentos envolvendo as
especies alopatricas D. guaru e D. subbadia resultam em hibridos macho-estéreis. Nesse
ultimo caso, alguns distdrbios de desenvolvimento foram também evidenciados nos
casos em que fémeas de D. subbadia eram cruzadas com machos de D. guaru, mas néo
em seu cruzamento reciproco, levando a inferéncia de um forte efeito materno. Ainda
segundo King (1947), nenhum caso de inseminacao interespecifica foi detectado nos
testes envolvendo combinacGes de espécies pertencentes aos dois subgrupos, nem

mesmo naqueles envolvendo apenas espécies do subgrupo guaramunu.

Kastritsis (1969), com base em comparagdes citogenéticas, demonstrou que
espécies pertencentes aos dois subgrupos acima descritos sdo inteiramente diferentes em
sua organizacdo cromossdmica, de modo a propor que os mesmos fossem elevados
taxonomicamente a categoria de grupos. Segundo este autor, a comparacdo a nivel
cromossOmico torna evidente o fato de que D. griseolineata e D. guaramunu s&o
filogeneticamente mais préximos a membros do grupo tripunctata, do que aos demais
membros do grupo guarani. Neste sentido, o préprio King (1947), bem como
Throckmorton (1962), destacaram o fato de que os dois subgrupos séo bastante

diferentes.

Mais recentemente, Robe et al. (2002) atestaram, molecular e
morfologicamente, a monofilia do subgrupo guarani, mas ndo conseguiram
eficientemente comprova-la para o subgrupo guaramunu, embora seus representantes
tenham apresentado altos indices de similaridade entre si. A inclusdo de membros de

ambos subgrupos na analise mais inclusiva de Yotoko et al. (2003) suportou, entretanto,

® Kastritsis (1969) relata a obtencéo de hibridos nos cruzamentos entre D. ornatifrons e D. subbadia, mas
n&do entra em maiores detalhes quanto a esta questéo.
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inferéncias quanto a sua diferenciacdo. Neste caso, representantes do subgrupo
guaramunu agruparam-se com D. calloptera e D. shildi (grupo calloptera), de modo a
compor a linhagem irma de D. paramediostriata (grupo tripunctata); enquanto D.
ornatifrons comp@s, juntamente com D. mediopunctata (grupo tripunctata), um clado
independente do anterior. Ainda existem, entretanto, controveérsias quanto a efetivacao
ou ndo desta subdivisdo. Embora ndo haja duvidas referentes a diferenciacdo entre os
subgrupos, o fato de que muitas das espécies do grupo ainda ndo foram devidamente

alocadas a nenhum subgrupo certamente dificulta o processo (Val et al., 1981).

O grupo guarani encontra-se situado junto a radiacdo immigrans-tripunctata de
Throckmorton (1975), resultado este recentemente suportado pelos achados de Remsen
& O’Grady (2002), Yotoko et al. (2003) e DalLage et al. (2007). Neste ultimo caso, em
particular, 0 grupo guarani posicionou-se dentro da radiagdo tripunctata
monofileticamente definida conforme Throckmorton (1975), dado que nos dois

primeiros trabalhos esta havia sido apenas inclusivamente recuperada.

1.2.2.5 — Grupo histrio

Trata-se de um grupo composto por 16 espécies (Bachli, 2008), que distribui-se
ao longo da Eurdsia. Da Lage et al. (2007) incluem D. sternopleuralis em sua
amostragem, porém recuperam um agrupamento inesperado para esta espécie, que
constitui a ramificacdo basal do clado formado pelos Drosofilideos hawaianos na arvore
de maxima parcimbnia, mas o grupo irmdo da linhagem estabelecida por
Hirtodrosophila mais Mycodrosophila na analise bayesiana. Em Perlman et al. (2003),

D. histrio aparece como espécie irma de D. macroptera.
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1.2.2.6 — Grupo immigrans

O grupo immigrans encontra-se constituido, atualmente, por 101 espécies tipicas
do Velho Mundo (Bé&chli, 2008), subdivididas em 5 subgrupos: curviceps (10 espécies),
hypocausta (9 espécies), immigrans (34 espécies), nasuta (12 espécies) e quadrilineata
(22 espécies). Segundo Dalage et al. (2007) este grupo constitui um agrupamento
monofilético de espécies, dada a exclusdo de D. trilimbata, ndo alocada a nenhum dos
subgrupos. Katoh et al. (2007), por outro lado, recuperam a monofilia de um grupo
immigrans restritamente definido, mediante a exclusdo de duas espécies do subgrupo
quadrilineata, D. annulipes e D. quadrilineata. Quanto a filogenia dos subgrupos,
DalLage et al. (2007) recuperam a monofilia do subgrupo nasuta, enquanto que 0s
subgrupos immigrans e hypocausta misturam-se em sua composi¢do. Katoh et al.
(2007) também apresentam clados bem definidos para as quatro espécies do subgrupo
nasuta, bem como para D. siamana + D. hypocausta (subgrupo hypocausta) e para D.
immigrans + D. formosana (subgrupo immigrans). Entretanto, as posi¢des de D.
ruberrima (subgrupo immigrans) e D. neohypocausta (subgrupo hypocausta) oscilaram
mediante utilizacdo de diferentes métodos de andlise, de forma que a monofilia dos
subgrupos immigrans e hypocausta ndo foi resolvida. Espécies do subgrupo
quadrilineata, por outro lado, a0 mesmo tempo em que foram reveladas como
remotamente relacionadas as demais espécies do grupo immigrans, apresentaram uma
composicdo inteiramente polifilética na andlise de Katoh et al. (2007). Segundo estes
autores, diferencas morfolGgicas e citogenéticas observadas anteriormente para as
espécies do subgrupo quadrilineata em relagdo as demais espécies do grupo immigrans

apoOiam seus resultados.

O grupo immigrans é um dos grupos mais representativos de Drosophila no

Leste Asiatico, apresentando uma distribuicdo confinada a regido que se extende da
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Costa da Africa, ao longo da Asia, até as llhas do Pacifico (Katoh et al., 2007). D.
immigrans € a unica espécie do grupo que desvia deste padrdo ao atingir uma
distribuicdo cosmopolita. Markow & O’Grady (2006) enfatizam que este grupo de
especies diversificou-se no Velho Mundo em paralelo a diversificagcdo do grupo

tripunctata no Novo Mundo.

Quanto ao relacionamento do grupo immigrans frente aos demais grupos de
espécies, alguns autores o situam como linhagem basal da radiacdo immigrans-
tripunctata (Throckmorton, 1975; Tatarenkov et al., 2001; Remsen & O’Grady, 2002;
Yotoko et al, 2003), enquanto outros o localizam junto a base do subgénero Drosophila,
de forma que sua ramificacdo precede a divergéncia dos clados immigrans-tripunctata e
virilis-repleta (Katoh et al., 2000; DalLage et al., 2007). Katoh et al. (2007) apresenta 0s
grupos funebris e guttifera como constituintes da linhagem irm& do grupo immigrans
restritamente definido, de modo a formar um clado bem suportado dentro da radiagéo

immigrans-Hirtodrosophila.

1.2.2.7 — Grupo macroptera

Cinco diferentes espécies compdem este grupo que distribui-se em regides do
México e da América Central: D. alafumosa, D. aurea, D. macroptera, D. magnabadia
e D. submacroptera. De acordo com Throckmorton (1975), este grupo participa da
radiacdo tripunctata. Embora Remsen & O’Grady (2002) ndo tenham recuperado uma
radiacdo tripunctata monofilética, eles confirmaram o posicionamento do grupo
macroptera junto a radiagdo immigrans-tripunctata. Perlman et al. (2003), por outro
lado, recuperaram com um suporte razoavel o agrupamento entre D. macroptera e D.
histrio, embora tenham apresentado uma radiacdo tripunctata polifilética. Eles

destacam, entretanto, que nenhuma combinacdo envolvendo os grupos tripunctata,
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cardini, quinaria, testacea, histrio e macroptera é significativamente diferente das

demais.

1.2.2.8 - Grupo pallidipennis

Ainda mais reduzido, o grupo pallidipennis é composto por uma Unica espécie,
D. pallidipennis (Bé&chli, 2008). Segundo Val et al. (1981), esta espécie encontra-se
subdividida em duas subespécies: D. pallidipennis centralis, encontrada no México e El

Salvador, e D. pallidipennis pallidipennis, do Brasil e Peru.

Este é outro dos grupos situados dentro da radiacdo tripunctata por
Throckmorton (1975), hip6tese esta confirmada nos trabalhos de Yotoko et al. (2003) e
Dalage et al. (2007). No primeiro destes trabalhos D. pallidipennis foi agrupada com
D. bandeirantorum, membro do grupo tripunctata. No segundo, entretanto, Seu
posicionamento revelou-se instavel, dependendo do método de analise filogenética: na
analise de maxima parciménia D. pallidipennis aparece como espécie irma do clado que
agrupa representantes dos grupos tripunctata e cardini, enquanto na analise bayesiana
D. pallidipennis ocupa um posicionamento mais derivado, situando-se junto a dois

membros do subgrupo IV do grupo tripunctata (D. metzii e D. albirostris).

1.2.2.9 — Grupo quinaria

O grupo quinaria compreende cerca de 33 espécies Holarticas, que constituem
um agrupamento monofilético segundo Yotoko et al. (2003) e DaLage et al. (2007).
Segundo Spicer & Jaenike (1996), D. phalerata e D. falleni sdo espécies irmds entre si,
constituintes da linhagem irma do clado que apresenta D. guttifera como ramificacdo

basal em relagdo ao cluster que contém D. palustris, D. subpalustris, D. recens e D.
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quinaria. Relacionamentos semelhantes foram ainda recuperados por Perlman et al.

(2003).

Segundo Pringent et al. (2003), o grupo quinaria inclui espécies com diferentes
habitos alimentares, embora a maioria das espécies sejam micoOfagas. Espécies
filogeneticamente mais derivadas, tais como D. palustris e D. subpalustris, entretanto
modificaram seus habitos em direcdo a fitofagia, alimentando-se principalmente de

folhas (Perlman et al., 2003).

Embora amplas amostragens envolvendo o grupo quinaria ndo sejam
freqlentes, 0 mesmo é agrupado com os grupos funebris e testaceae no trabalho de
DalLage et al. (2007), enquanto Yotoko et al. (2003) o situa como uma ramificacao
basal da radiagdo immigrans-tripunctata, de modo que 0 mesmo Ssegue O grupo
immigrans na ordem de divergéncias. Remsen & O’Grady (2002), por outro lado,

situam o grupo quinaria junto aos grupos bizonata, macroptera e rubrifrons.

1.2.2.10 — Grupo rubrifrons

O grupo rubrifrons contém um total de nove especies, subdivididas em trés
subgrupos (Béchli, 2008): subgrupo macroptera, que contém D. rubidifrons; subgrupo
rubrifrons, que contém D. nubiluna, D. rubrifrons e D. spadicifrons; e subgrupo
uninubes, composto por D. batmani, D. parachrogaster, D. popayan, D. uninubes e D.
xalapa. Estas espécies sdo encontradas, principalmente, em regides da América do

Norte e Central.

Posicionado junto a radiagéo tripunctata por Throckmorton (1975), este grupo
foi também incluido na amostragem de Remsen & O’Grady (2002), onde agrupou-se
com 0s grupos macroptera, bizonata e quinaria de modo a compor parte da radiacéo

immigrans-tripunctata.

71



1.2.2.11 — Grupo sticta

O grupo sticta é composto Unica e exclusivamente por D. sticta, espécie
encontrada principalmente na América Central e em algmas em areas da Ameérica do
Sul (Colémbia e Brasil) (Bachli, 2008). Throckmorton (1975) posicionou esta espécie

junto a radiacdo tripunctata.

1.2.2.12 — Grupo testacea

Este pequeno grupo de quatro espécies micofagas (Bachli, 2008) é encontrado,
principalmente, em &areas da América do Norte, mas também na Europa e Japdo,
apresentando uma distribuicdo Holartica. De acordo com Grimaldi et al. (1992), este
grupo pode ser subdividido em dois subgrupos: o subgrupo testacea, que contém D.
testacea, D. orientalis e D. neotestacea; e 0 subgrupo monoespecifico putrida,

composto por D. putrida.

O grupo testacea foi situado por Throckmorton (1975), junto aos grupos
immigrans e quinaria, na base da radiacdo immigrans-tripunctata. Nos trabalhos de
Tatarenkov et al. (2001), Remsen & O’Grady (2002) e Yotoko et al. (2003), este grupo
foi confirmado como representante da radiagdo immigrans-tripunctata. Entretanto, estes
trabalhos sugerem a ocupacgédo de um posicionamento mais derivado pelos membros do
grupo. DalLage et al. (2007), entretanto, confirmam sua caracterizagdo como grupo-

externo a radiag&o tripunctata, definindo-o como taxon irméo do grupo funebris.

1.2.2.13 - Grupo tripunctata

O grupo tripunctata foi proposto, originalmente, por Sturtevant (1942), como
composto por D. tripunctata e, duvidosamente, por D. histrio, que foi, posteriormente,

removida deste grupo para constituir o grupo histrio (atualmente com 16 integrantes).
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Desde entdo inumeras outras espécies foram adicionadas a este grupo, grande parte das
quais descritas por Frota-Pessoa (1954). Atualmente o grupo tripunctata abrange um
total de 79 espécies (Béachli, 2008), subdivididas em quatro subgrupos propostos com
base em caracteres morfologicos (Frota-Pessoa, 1954): (1) subgrupo | (8 espécies):
composto por D. angustibucca, D. mediocris, D. medioobscurata, D. nappae, D.
neoguaramunu, D. platitarsus, D. rostrata e D. setula; (2) subgrupo Il (14 espécies):
composto por D. bodemannae, D. cuaso, D. facialba, D. machachensis, D. medidelta,
D. medioimpressa, D. mediopunctata, D. mediosignata (revalidada por Bachli et al.,
2000), D. morena, D. paraguayensis (= D. medionotata, segundo Bé&chli et al., 2000),
D. prosimilis, D. roehrae, D. tomasi, D. unipunctata; (3) subgrupo Ill (25 espécies):
abrange D. addisoni, D. bandeirantorum, D. bifilum, D. bipunctata, D. blumelae, D.
carlosvilelai, D. converga, D. curvapex, D. divisa, D. fairchildi, D. fragilis, D.
frotapessoai, D. johnstonae, D. mediopicta, D. mediopictoides, D. mediostriata (= D.
crocina, segundo Vilela & Bé&chli, 1990), D. mesostigma, D. nigricincta, D.
paramediostriata, D. pasochoensis, D. trapeza (= D. mirassolensis, segundo Vilela &
Pereira, 1985), D. triangula, D. triangulina, D. trifiloides e D. trifilum; (4) subgrupo IV
(20 espécies): D. albescens, D. albicans, D. albirostris, D. arcosae, D. fontdevilai, D.
greerae, D. leticiae, D. loewi, D. mediodiffusa, D. medioparva, D. mediovittata, D.
metzii, D. pellewae, D. pruinifacies, D. semialba, D. spinatermina, D. tripunctata, D.
tristriata, D. valenciai e D. whartonae. Doze outras espécies (D. argenteifrons, D.
cundinamarca, D. hansoni, D. hansonioides, D. ichubamba, D. mcclintockae, D.
ninarumi, D. patacorona, D. pilaresae, D. quillu, D. surucucho e D. urco) ndo foram,

até o momento, alocadas a nenhum subgrupo (Béchli, 2008).

Exceto por D. tripunctata, que ocorre em regibes Neéarticas, todas as demais

espécies do grupo tripunctata sdo endémicas da regido Neotropical, onde o grupo é
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superado, com relacdo a diversidade de especies, apenas pelo grupo repleta (Vilela,
1992). Este grupo contém, entretanto, as espécies dominantes nas florestas Neotropicais
chuvosas (Vilela & Val, 1985). Em outras localidades, especialmente no inverno, estas
especies costumam ser superadas apenas pelo grupo willistoni em termos de densidade
populacional (Frota-Pessoa, 1954), mas isto nem sempre se aplica. As espécies do grupo
tripunctata caracterizam-se, ainda, pela enorme versatilidade ecoldgica, ocupando uma
grande diversidade de nichos, com algumas espécies fungivoras, outras encontradas em
associacao a flores ou frutos em processo de fermentagcdo, bem como outros 6rgdos

vegetais (Val et al., 1981).

De acordo com Frota-Pessoa (1954), o subgrupo Il constitui o agrupamento
tipico do grupo tripunctata, uma vez que os subgrupos | e Il parecem ser transicionais
em relacdos aos grupos guarani e cardini, respectivamente. Segundo este autor, também
0 subgrupo IV parece apresentar grandes afinidades ao grupo cardini, de modo que, em
geral, 0 grupo tripunctata ndo apresenta caracteres que Sejam COmMUNS e a0 MesMo
tempo exclusivos a todas as suas espécies, 0 que torna a sua composicdo extremamente
subjetiva. Este fato, aliado a grande variacdo intra-especifica apresentada pelas espécies
do grupo tripunctata, torna a identificacdo de suas espécies bastante problematica. Na
maior parte dos casos torna-se necessario fazer uso da anélise de genitalia masculina
(Vilela & Pereira,1985; Vilela & Val, 1985; Vilela & Pereira, 1986; Vilela & Béachli,

1990; Vilela, 1992; Bé&chli et al., 2000; Vilela & Bachli, 2000).

Patterson (1957) realizaram testes de cruzamento envolvendo onze espécies do
grupo, e demonstraram que estas sdo, em sua maior parte, isoladas reprodutivamente
umas das outras, embora algumas excecdes tenham sido encontradas, como nos
cruzamentos envolvendo D. mediopunctata e D. unipunctata, bem como D.

mediostriata e D. paramediostriata. Com base na analise de padrdes morfoldgicos
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presentes na genitalia masculina de algumas espécies do grupo tripuntata, Vilela &
Pereira (1985), Vilela & Val (1985), Vilela & Pereira (1986), Vilela (1992), Béchli et
al. (2000), Vilela & Bachli (2000) também apresentam, para muitas das espécies
descritas ou redescritas, hipoOteses de relacionamentos evolutivos para com outras
especies de seu subgrupo, entre as quais pode-se destacar as sugestdes de proximidade
entre D. mediopictoides e D. mediopicta, entre D. bandeirantorum e D. triangula, entre
D. paramediostriata e D. mediostriata, bem como entre a triade de espécies cripticas D.
paraguayensis, D. mediosignata e D. cuaso, por exemplo. Outro trabalho que buscou
avaliar algumas relacgdes interespecificas no grupo tripunctata foi executado por Franc
& Napp (1992), que, a partir da analise eletroforética de nove sistemas isoenzimaticos,
apresentaram um dendrograma de UPGMA bastante discordante da classificacdo de
Frota-Pessoa (1954). As espécies do grupo também apresentaram, neste trabalho, um
baixo coeficiente médio de similaridade (15%), remetendo a idéia de que,

possivelmente, este taxon constitua um agrupamento heterogéneo de espécies.

Em termos morfoldgicos, espécies do grupo tripunctata assemelham-se
enormemente aos grupos cardini, guarani e calloptera, sendo que algumas de suas
espécies sdo apontadas como transicionais em relacdo aos dois primeiros destes grupos
(Frota-Pessoa, 1954). Throckmorton (1975) incluiu o grupo tripunctata em sua radiacdo
tripunctata, juntamente aos grupos rubrifrons, pallidipennis, sticta, macroptera,
cardini, guarani e calloptera. Segundo este autor, a radiacdo tripunctata é originaria
dos trépicos do Novo Mundo e apresenta um posicionamento derivado com relagdo aos
demais membros da radiagcdo immigrans-Hirtodrosophila, composta, entre outros, pelos
grupos testacea, quinaria e immigrans. Ainda segundo este autor, 0 grupo tripunctata

constitui a base a partir da qual, em diferentes periodos e niveis, outros grupos surgiram,
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sendo que em seu trabalho de 1962, o mesmo afirma que este grupo possivelmente

forneca uma forte excecéo a hipoteses de monofilia.

Analises moleculares posteriores tém posicionado o grupo tripunctata junto a
outros representantes da radiacdo immigrans-tripunctata, monofileticamente definida
(Pélandakis & Solignac, 1993; Tatarenkov et al., 2001; Remsen & O’Grady, 2002;
Yotoko et al., 2003). Tatarenkov et al. (2001) apresentam D. tripunctata como espécie-
irmd de D. putrida (grupo testacea), de modo a constituir o clado-irméo do
agrupamento que inclui D. phalerata (grupo quinaria) e D. funebris (grupo funebris).
Também no trabalho de Remsen & O’Grady (2002) o grupo tripunctata agrupou-se ao
grupo testacea, mas neste caso para constituir a ramificacdo basal do clado que inclui
representantes dos grupos funebris, pinicola, guarani, calloptera, cardini, bizonata,

macroptera, rubrifrons e quinaria, levando a parafilia da radiacdo tripunctata.

A inclusdo de mais de uma espécie do grupo tripunctata, nos trabalhos de
Yotoko et al. (2003) e DalLage et al. (2007) tem, por outro lado, levantado novos
questionamentos. No primeiro destes trabalhos o grupo tripunctata foi parafileticamente
constituido com relacdo aos grupos cardini, guarani, pallidipennis, calloptera, funebris
e testacea, novamente recuperando uma radiacao tripunctata parafilética. Dalage et al.
(2007), por outro lado, recuperam a monofilia da radia¢ao tripunctata, embora o grupo
tripunctata per se novamente apresente uma composi¢cdo parafilética com relacdo
apenas ao grupo cardini, na analise de maxima parcimonia, mas com rela¢éo aos grupos
cardini, guarani e pallidipennis na analise bayesiana. No trabalho de Yotoko et al.
(2003), particularmente, nenhum dos agrupamentos propostos por Frota-Pessoa (1954)

foram recuperados.
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1.2.3 — Drosofilideos hawaianos

O grupo dos drosofilideos hawaianos fornece um dos exemplos mais notaveis de
radiacdo explosiva, sendo composto por aproximadamente 700 espécies, agrupadas em
duas linhagens principais: drosofiloides e scaptomizoides (Throckmorton, 1975).
Estimativas atuais do nimero de espécies do grupo, entretanto, apontam a presenca de
cerca de 900 espécies (Markow & O’Grady, 2006). Segundo Throckmorton (1975) as
linhagens drosofildide e scaptomizdide parecem ter evoluido a partir de uma Unica
populacdo fundadora ancestral residente no sudeste asidtico. Grimaldi (1990),
entretanto, defende a hipétese de que invasdes independentes originaram a atual
diversidade de drosofilideos hawaianos, de forma que drosofiléides ndo constituem o

grupo-irmao dos scaptomizoides.

A distribuicdo atual destas espécies restringe-se a areas de florestas chuvosas
encontradas em seis ilhas hawaianas de formacdo recente: Kauai (5,1 - 4,7 milhdes de
anos), Oahu (3,5 - 2,6 milhdes de anos), Molokai (2 - 1,8 milhdes de anos), Maui (1,2 -
1,5 milhdes de anos), Lanai (1,5 milhdes de anos) e Hawai (0,6 - 0,5 milhdes de anos)’.
Segundo Russo et al. (1995), 98% dos drosofilideos hawaianos apresentam uma
distribuicdo endémica a uma unica ilha, de forma que, eventos biogeogréaficos de origem
das ilhas podem ser tomados como estimativas aproximadas do tempo de origem de
suas espécies habitantes. Como estas ilhas apresentam uma origem relativamente
recente, se comparada as estimativas de diversificacdo do grupo [entre 24 e 30 milhdes
de anos segundo Thomas & Hunt (1991); cerca de 26 milhdes de anos, segundo Russo
et al. (1995); cerca de 30 milhdes de anos segundo Tamura et al. (2004)], especula-se

que ilhas antigas, ndo mais existentes, ou ndo mais ocupadas por florestas Umidas,

" Estimativas do periodo de formacdo geoldgica destas ilhas foram realizadas pelo uso de técnicas de
datacdo radiométrica potassio-argénio (K-Ar) (Bonacum et al., 2005).
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tenham fornecido as condicdes ideais para a proliferacdo inicial dos drosofilideos
hawaianos. Aparentemente, enquanto algumas das linhagens basais deste distinto grupo
ja estavam presentes ha cerca de 10 milhdes de anos, a maior parte da sua diversidade

originou-se nos ultimos 5 milhdes de anos (Bonacum et al., 2005).

Estimativas do tempo de divergéncia entre espécies hawaianas sao
freqlientemente utilizadas na calibracdo do reldgio molecular para Drosophilidae
(Thomas & Hunt, 1991 e 1993; Russo et al., 1995; Tamura et al., 2004). Neste caso,
diferentes autores apoiam a utilizacdo da datacdo da formacdo geologica de Kauai (5,1-
4,7 milhdes de anos), a ilha mais antiga do Arquipélago Hawaiano, como tempo de
divergéncia entre D. picticornis (encontrada apenas em Kauai e representante da
ramificacdo basal do grupo planitibia — Bonacum et al., 2005) e outros membros do

subgrupo planitibia.

Throckmorton (1975) agrupou os drosofilideos hawaianos, tanto drosofildides
como scaptomizoides, como uma unica linhagem interna a sua radiacdo immigrans-
Hirtodrosophila. Grimaldi (1990), por outro lado, propds que as espécies hawaianas de
Drosophila comp6em um género a parte, Idiomyia, que, uma vez agrupado ao seu
clado-irmdo composto por géneros micofagos como Hirtodrosophila, Zygothrica e
Paramycodrosophila, constitui uma ramificacdo basal de Drosophilinae. Ainda segundo
este autor, Scaptomyza e Engiscaptomyza constituem um agrupamento distinto e nédo
proximamente relacionado a Idiomyia, mas sim irmao do clado composto pelos géneros
Drosophila, Zaprionus, Liodrosophila, Samoaia, entre outros. Evidéncias moleculares
tém, entretanto, conflitado com os achados de Grimaldi, de forma que trabalhos mais
recentes tém confirmado a origem monofilética dos drosofilideos hawaianos, bem como
sua afinidade filogenética com o subgénero Drosophila (Thomas & Hunt, 1991 e 1993;

DeSalle, 1992a; Powell & DeSalle, 1995). Mais precisamente, e ao contrario do que foi
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defendido por Throckmorton (1975), a secdo virilis-repleta parece constituir a linhagem
irmd dos drosofilideos hawaianos (Stalker, 1972; Russo et al., 1995; Remsen &
DeSalle, 1998; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e 2001; Katoh et
al., 2000; Remsen & O’Grady, 2002; Zilversmit et al., 2002). Mais recentemente,
DalLage et al. (2007) recuperaram D. adamsi® como grupo irmao dos drosofilideos
hawaianos, de forma que o clado assim constituido estabeleca a linhagem-irma da se¢édo
virilis-repleta. Por outro lado, Katoh et al. (2007) apresenta as espécies D. annulipes
(grupo immigrans) e D. maculinotata (grupo funebris) como constituintes do clado
irm&o das espécies hawaianas de Drosophila, de modo que Scaptomyza e a secao virilis-

repleta ramifiquem externamente ao cluster assim definido.

Ainda, embora Throckmorton (1975) considere Engiscaptomyza como
intermediéria entre Scaptomyza e Drosophila, uma série de outros trabalhos tém
destacado a proximidade filogenética entre Engiscaptomyza e Scaptomyza (Grimaldi,
1990; DeSalle, 1992a; Thomas & Hunt, 1993; Russo et al., 1995; Remsen & DeSalle,
1998). Segundo Russo et al. (1995) estes dois taxons divergiram entre si ha cerca de 11
milhdes de anos. Neste sentido, embora Grimaldi (1990) reserve um status genérico
para Engiscaptomyza, outros o tém considerado um subgénero de Scaptomyza (Bé&chli,
2008). Também os antigos géneros Titanochaeta e Grimshawomyia foram recentemente

incorporados ao género Scaptomyza (Markow & O’Grady, 2006).

Os grupos de hawaianos Drosophila compdem um total de 379 espécies, ainda
classificadas como Idiomiya por Bachli (2008). Sua subdivisdo se deu com base em
caracteres sexuais secundarios encontrados nos machos, ou em caracteres dimorficos
entre machos e fémeas, tais como padrdes de pigmentagédo das asas (picture wing group

— 143 espécies), alteracdes nos apéndices bucais (modified mouth parts group — 47

® Uma espécie até o momento néo alocada a nenhum grupo (Bachli, 2007).
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especies) ou tarsais (modified tarsus group — 42 espécies; spoon tarsi group — 6
especies; ciliated tarsus), etc. Estes grupos sdo, ainda, adicionalmente subdivididos.
Espécies do grupo picture wing, por exemplo, sdo distribuidas em 13 subgrupos:
adiastola, anomalipes, distinguenda, grimshawi, hawaiiensis, limitada, odontophalus,
orphnopeza, pilimana, planitibia, primaeva, punalua e vesciseta. O grupo modified
mouth parts, por outro lado, subdivide-se em 5 subgrupos: eurypeza, fuscoamoeba,
mimica, mitchelli e semifuscata. Além disso, 0s proprios subgrupos sdo divididos em
sub-complexos: planitibia subdivide-se nas se¢des picticornis, planitibia, neopicta e
cyrtoloma (Bdchli, 2008). De acordo com Throckmorton (1966), dentre 0s grupos
hawaianos de Drosophila, haleakalae e ciliated tarsus compdem a ramificacdo basal.
Neste caso, ocupando um posicionamento derivado em sua arvore, aparecem 0S grupos
irmdos modified tarsus e antopocerus, que estabelecem a linhagem irmé do clado que
apresenta 0s grupos modified mouthparts, picture wing, Nudidrosophila e
Ateledrosophila. Mais recentemente, estes dois Gltimos géneros foram incorporados ao

género Drosophila (Markow & O’Grady, 2006).

O género Scaptomyza, por outro lado, é composto por 263 espécies (Bachli,
2008), algumas das quais apresentam uma distribuicdo restrita as llhas Hawaianas,
enquanto outras ocorrem em &reas continentais. Segundo Markow & O’Grady (2006),
cerca de 150 espécies perfazem a fracdo do género Scaptomyza endémica ao Hawaii,
enquanto as demais encontram-se distribuiidas em nove grupos continentais. Tamura et
al. (1995), a partir de analises do gene Adh em diversas espécies do género, concluiram
que ele constitui um agrupamento monofilético de espécies. O fato de que o cluster
composto por representantantes continentais e insulares de Scaptomyza agrupe
fortemente com os demais drosofilideos hawaianos (Tatarenkov et al., 1999a), é

consistente com a teoria de origem hawaiana.
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1.3 — O Subgénero Dorsilopha

O subgénero Dorsilopha apresenta um total de trés espécies descritas (Bachli,
2008): D. busckii, D. linearidentata e D. neobusckii. Destas, D. busckii apresenta uma
distribuicdo cosmopolita, enquanto as outras duas espécies encontram-se restritas a

determinadas regides da Asia.

Throckmorton (1975) posicionou Dorsilopha junto a outros géneros, tais como
Hirtodrosopila, como pertencente a radiacdo immigrans-Hirtodrosophila. Kwiatowski
et al. (1997) também favoreceram a visdo de Dorsilopha e Hirtodrosophila como
tdxons irmdos, constituintes da linhagem irmd do subgénero Drosophila. Trabalhos
posteriores, como Kwiatowski & Ayala (1999) e Tatarenkov & Ayala (1999a e 2001)
concordam quanto ao posicionamento de Dorsilopha como um dos primeiros grupos a
divergir ap6s Sophophora. Remsen & O’Grady (2002), apresentam Dorsilopha como

linhagem irma de Zaprionus.
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A importancia do estabelecimento das relaces filogenéticas dentro de

Drosophilidae

Ecologicamente, espécies pertencentes a familia Drosophilidae 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 desta familia
sdo ainda 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).

Por outro lado, a amplitude de espécies do género Drosophila, associada a sua
enorme diversidade morfoldgica, e sua distribuicdo em uma ampla variedade de nichos,
0 torna uma mina-de-ouro para estudos evolutivos (DaLage et al., 2007). A existéncia
de espécies cripticas, por exemplo, fornece um material valioso para estudos de

especiacéao.

Desta forma, ndo apenas a sua ampla variabilidade ecoldgica, mas também sua
diferenciacdo morfoldgica tem atraido a atengdo de inimeros pesquisadores ao longo
dos anos. Tudo isto, aliado ainda as suas facilidades de manuten¢do e manipulacéo, 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 ambito genético e evolutivo. Pode-se dizer,
inclusive, que dos muitos milhdes 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
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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).
Segundo Grimaldi (1990), ao longo dos ultimos 100 anos, Drosophila tem sido o

organismo experimental premier para a biologia de eucariotos.

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 padrdes e processos bioldgicos.
Assim, além do interesse primario nas relacGes filogenéticas per se do género, pode-se
dizer que a compreensdo das mesmas € cientificamente crucial, uma vez que propicia:
1) a andlise da histdria evolutiva de uma grande diversidade de caracteristicas ja
conhecidas e estudadas dentro do grupo, ou ainda futuramente descobertas; 2) a
extrapolagdo ou nédo 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). Estudos
acerca das relacGes filogenéticas dentro do género Drosophila tornam-se ainda mais
imprescindiveis com a disponibilidade das seqliéncias genémicas de 12 de suas espécies
(Clark et al., 2007), uma vez que a maior parte das analises de genémica comparativa
envolve inferéncias sobre histéria evolutiva, que requerem uma descricdo acurada e

confidvel das relacGes entre as espécies em consideragao.

A sistematica de Drosophilidae tem sido objeto de interesse de morfologistas

desde Sturtevant (1921, 1939 e 1942), pesquisador que, segundo Grimaldi (1990),
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merece o titulo de fundador da “drosofilologia”. Foi Sturtevant (1939 e 1942) que
desenvolveu, por exemplo, a classificacdo subgenérica do género Drosophila, ainda
usada atualmente. Neste periodo, entretanto, os interesses eram, acima de tudo,
taxonémicos, sendo que foi apenas mais recentemente que um enfoque filogenético foi
adicionado a este cenario. Com a mudanca de perspectiva em curso desde entdo,
inimeros trabalhos buscando auxiliar na resolucdo das relagfes filogenéticas entre
membros da familia Drosophilidae tem sido desenvolvidos, conforme pdde ser visto
anteriormente. Entretanto, 0s mesmos ainda ndo tiveram um profundo impacto na
taxonomia do grupo, que permanece amplamente controversa. Entre as maiores
contribuic@es a filogenia de Drosophilidae, pode-se, seguramente, apontar os trabalhos

de Throckmorton (1962 e 1975) e de Grimaldi (1990).

1- Estudos filogenéticos com base em caracteres morfoldgicos:

1.1 - Throckmorton (1962 e 1975)

Throckmorton (1962 e 1975), com base na analise de caracteres morfoldgicos,
principalmente caracteres reprodutivos internos, descreveu parte da filogenia, ecologia e
geografia do género Drosophila dentro da familia Drosophilidae. Com base em uma
metodologia que assumia a possibilidade de uma evolucdo mais dindmica, em que
polimorfismo ancestral e integracdo independente eram admitidos como explicagdes
para a distribuicdo irregular de caracteristicas, Throckmorton propés um cenario
evolutivo complexo para a familia Drosophilidae. Segundo ele, a regra-geral na
evolucdo desta familia € a nocdo de que grupos altamente especiosos resultam da
fragmentacdo de populacfes amplamente polimdrficas, ou seja, o potencial adaptativo

de uma populacgéo estando diretamente relacionado a sua heterozigosidade. Neste caso,
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segundo ele, grupos especializados e monomorficos, embora sejam produzidos ao longo

da evolucgéo de Drosophilidae, tendem a ndo deixar representantes.

Em seu trabalho de 1975, Throckmorton defende que a evolucdo da familia
Drosophilidae teria se dado através de sucessivas radiagdes, onde se verifica o
surgimento de muitas linhagens a partir de um mesmo nivel filogenético ancestral. No
total, teriam sido cinco radiacOes, todas iniciadas antes do final do Eoceno e altamente
influenciadas pela disjuncao tropical, ocorrida no inicio do Oligoceno, e pela disjuncdo
das florestas temperadas, ocorrida no Mioceno Médio. Os detalhes finais dos padrdes
atuais teriam sido gerados principalmente durante o Plioceno (com a formacao do Istmo
do Panama, com o desenvolvimento de uma nova conexdo Africa-Asia, e com a
formagéo de ilhas havaianas, por exemplo), e Pleistoceno (com suas glaciacdes e

reflgios), embora efeitos recentes também possam ser, por vezes, visualizados.

Throckmorton (1962 e 1975) apresenta uma série de outros géneros surgindo a
partir do género Drosophila, que ocupa, portanto, uma posi¢éo basal dentro da filogenia
da subfamilia Drosophilinae, e um caréater parafilético na taxonomia do grupo. Ele ainda
demonstra que a parafilia ndo ocorre somente com o género Drosophila, sendo
amplamente difundida dentro da taxonomia de Drosophilidae. Para melhor visualizar
seus resultados, é importante inspecionar as principais radiagdes que Throckmorton

prop0e para a familia Drosophilidae, que séo (Fig. 1):
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Figura 1 — Esquema das relacBes filogenéticas propostas por Throckmorton (1975) para a familia
Drosophilidae. (Extraido de Markow & O”Grady, 2006)

1 — Radiagé&o Steganinae

Esta radiagdo abrange, entre outros, o género pantropical Lissocephala,
considerado por Throckmorton (1975) como o género mais antigo de Drosophilidae, e o
género fdssil Electrophortica, descrito por Hennig (1965) e datado para o periodo do
Eoceno. Além destes, fazem ainda parte da radiacdo Steganinae 0s géneros

Leucophenga, Rhinoleucophenga, Pararhinoleucophenga, Phortica, Oxyphortica,
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Amiota, Gitona, Stegana, entre outros. Grande parte destes géneros tem sua distribuicao
principal nos tropicos do Velho e/ou do Novo mundo, embora alguns de seus

representantes sejam cosmopolitas (Amiota e Stegana).
2 — Radiacéo Drosophilinae

Dentre seus representantes, espécies do género Microdrosophila apresentam
uma distribuicdo pantropical, enquanto que os membros da radiacdo Scaptodrosophila

s&o primariamente tropicais.
3 — Radiacao Scaptodrosophila

Provavelmente originaria da Asia tropical, esta radiacdo é constituida pelos
grupos latifasciaeformis, bryani, coracina, victoria e subtilis do entdo subgénero
Scaptodrosophila, além de abranger outros géneros, como por exemplo o género
Zapriothrica, representante da radiagdo no Novo Mundo. Em contraste aos outros
representantes desta radiacdo, 0s grupos victoria e subtilis apresentam uma distribuicédo
primaria temperada disjunta, considerada derivada em relagdo as demais, e resultante de
um pronunciado efeito fundador. Segundo Throckmoron (1975) este € o primeiro grupo

capaz de explorar consideravelmente frutas em fermentacéo.
4 — Radiacdo Sophophora

Esta radiacdo compreende a linhagem saltans-willistoni, do Novo Mundo, 0
grupo melanogaster, presente principalmente nos trépicos do Velho Mundo, e o grupo
obscura, mais homogéneo e distribuido ao longo da zona temperada Holartica. Além
disso, outros representantes do subgénero Drosophila, como os grupos populi e fima,
assim como outros dois géneros proximamente relacionados, Chymomyza, e
Neotanygastrella (cosmopolita e pantropical, respectivamente), fazem parte desta

radiacéo.
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Como na radiacdo anterior, as linhagens do Novo Mundo sdo consideradas
derivadas com relacéo as formas do Velho Mundo, de forma que a radiacdo Sophophora
é referida como originaria dos tropicos do Velho Mundo, a partir de ancestrais
primitivos pertencentes a radiacdo Scaptodrosophila, sendo melanogaster e obscura as

linhagens-irmés que primeiro se diversificaram.
5 — Radiacdo Drosophila

Esta radiacdo é composta de outras duas sub-radiacfes, além do grupo funebris,
de distribuicdo primariamente temperada, e de outros dois géneros distintos, restritos ao

Velho Mundo, Liodrosophila e Hypselothyrea.
5.1 — Radiagdo virilis-repleta

Segundo Throckmorton (1975), esta radiacéo iniciou-se nos tropicos 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 migrac6es desta
linhagem inicial, e como resultado de efeito fundador, parecem ter se originado novos

tdxons de distribuicdo temperada.

A radiacdo tropical inicial é representada por um conjunto de espécies bastante
heterogéneas entre si, entre as quais se destacam representantes dos grupos
tumiditarsus, polychaeta, annulimana e carbonaria, do género Dettopsomyia e do
subgénero Phloridosa. As linhagens temperadas derivadas sdo constituidas pelos grupos
virilis, melanica, carsoni e robusta. Outro conjunto de espécies proximamente
relacionadas, com origem similar, caracteristicas intermediérias, e distribuicdo
Neotropical, é formado pelos grupos nannoptera, peruviana, bromeliae e talvez pelo
grupo flavopilosa, bem como pelo subgénero Sordophila. O restante da radiagéo virilis-

repleta é composta pelo que se convencionou chamar de radiacéo repleta, centrada nos
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tropicos do Novo Mundo, e composta pelo grupo fundamentalmente andino
mesophragmatica, pelo grupo castanea (atual coffeata), pela linhagem constituida pelos
grupos dreyfusi e canalinae, e pelo grande grupo repleta. Todas as linhagens originadas
no Novo Mundo experimentaram ampla diversificacdo de formas e habitats, com
algumas invadindo regides de altas altitudes (grupo mesophragmatica), outras se
expandindo até regibes aridas e desertas (grupos nannoptera e repleta), enquanto grande
parte especializa-se na exploracdo de florestas (grupos canalinea, dreyfusi, peruviana,

bromeliae e castanea).
5.2 — Radiacdo immigrans-Hirtodrosophila

Esta radiacdo, assim como a radiacéo virilis-repleta, originou-se e diversificou-
se inicialmente nos trépicos do Velho Mundo, para entdo expandir-se para a regiao
Neotropical na forma de duas diferentes sub-radiacdes: a radia¢do tripunctata e a
radiacdo Hirtodrosophila. Entdo, principalmente a partir destes dois centros, fundadores

isolados levaram & invaséo da zona temperada.

Representantes dos grupos immigrans (originario do Velho Mundo), testaceae e
quinaria (predominantemente de regibes temperadas), do subgénero Siphlodora
(Neotropical), bem como dos géneros Zaprionus (tipicamente africano) e Samoaia
(endémicos de Samoa) ocupam a base da radiacdo immigrans-Hirtodrosophila de
Throckmorton (1975). Segundo ele, a radiagdo tripunctata, centrada em regides
Neotropicais, teria se originado principalmente a partir da “subdivisdo explosiva” de
uma populacdo ancestral grande e polimdrfica, constituida pelos ancestrais do proprio
grupo tripunctata, que em diferentes épocas e niveis, teria derivado 0s outros grupos:
macroptera, sticta, rubrifrons, calloptera, pallidipennis, cardini, guarani e guaramunu.
J& a radiacdo Hirtodrosophila é composta por membros do subgénero heterogéneo e

disperso Hirtodrosophila, como, por exemplo, pelo grupo temperado melanderi; por
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membros do subgénero cosmopolita Dorsilopha; pelo género Neotropical Zygothrica;
além dos géneros Nesiodrosophila, Paramycodrosophila, Mycodrosophila, Scaptomyza

e dos drosofilideos hawaianos.

Segundo Throckmorton (1962), as radiaces Sophophora e Drosophila
apresentaram padrBes evolutivos contrastantes ao longo de sua historia. Neste caso,
embora ambas tenham evoluido a partir de populagbes ancestrais altamente
polimorficas, a evolucdo do subgénero Sophophora teria se dado, principalmente, a
partir da restricdo do polimorfismo ancestral, sequido da integracdo de novas formas
surgidas por mutacdo e recombinacdo. A evolucao do subgénero Drosophila, por outro
lado, teria ocorrido com a manutencdo, e até mesmo a ampliacdo dos niveis de
polimorfismo, o que possibilitou sua expansdo e a exploracdo de novos e diferentes
nichos, até mesmo em regides inexploradas. Este padrdo esta em inteira concordancia
com os niveis de versatilidade ecolégica de cada um dos subgéneros, bem como com as
dificuldades no estabelecimento das relagdes filogenéticas entre suas espécies e grupos
formadores, com o subgénero Drosophila apresentando filogenias com altos niveis de

politomia e baixos indices de suporte.

Entretanto, os achados de Throckmorton sdo, muitas vezes, questionados, devido
as inconsisténcias e contradi¢cbes entre alguns de seus resultados prévios e aqueles
apresentados no seu paper de 1975 (Grimaldi, 1990), bem como devido a auséncia de
métodos filogenéticos explicitos e medidas de suporte para cada relacdo (Remsen &
O’Grady, 2002). A partir da execucdo de uma analise cladistica dos caracteres
recodificados de Throckmorton, Grimaldi (1990) também demonstrou que a arvore

obtida é bastante diferente da apresentada pelo autor, demonstrando que, de modo geral,
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seus resultados sdo pouco reproduziveis®. Outro ponto relevante é que Throckmorton
mantém, convenientemente, uma série de taxons parafiléticos e, apesar de suas anélises
filogenéticas, ndo propde nenhuma nova classificacdo para Drosophilidae, de forma
que, ainda hoje, a taxonomia do grupo permanece inconsistente com suas relacdes
filogenéticas. Além disso, Powell e DeSalle (1995) argumentam que as arvores de
Throckmorton sdo extremamente dificeis de interpretar, uma vez que ndo explicitam os
padrdes dicotdmicos apresentados pelos cladogramas modernos. DeSalle (1992b), por
outro lado, reflete acerca da veracidade do cenério proposto, amplamente constituido

por politomias.

1.2 - Grimaldi (1990)

A partir destas criticas, Grimaldi (1990) realizou a anéalise cladistica de 217
caracteres morfoldgicos adultos em mais de 120 espécies pertencentes a 50 géneros da
familia Drosophilidae, com o objetivo de propor um novo sistema de classificagdo para
0 grupo, dividindo-o em uma hierarquia de tdxons monofiléticos, tais como tribos,
subtribos, infratribos e grupos de géneros, importantes para a manipulagdo taxondmica
de diversos aspectos de sua diversidade. Neste trabalho, Grimaldi diagnostica a
monofilia da familia Drosophilidae, e mantém sua tradicional subdivisdo em duas

subfamilias.

Entretanto, com base nos resultados obtidos, este autor defende que o género
Drosophila é, na verdade, derivado e monofilético, uma vez que seus subgéneros
Hirtodrosophila, Scaptodrosophila, Antopocerus, Engiscaptomyza e Lordiphosa sejam
considerados como géneros a parte. Neste caso, o clado constituido pela unido do grupo

genérico Zaprionus (constituido por Zaprionus, Samoaia e Phorticella), com o grupo

% Ha que se levar em conta, neste ponto, o fato de que os métodos de anélise foram essencialmente
diferentes.
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genérico Styloptera (composto por Liodrosophila, Sphaerogastrella, Dettopsomyia,
além de outros géneros), representaria 0 grupo-irmdao do género Drosophila, que
apresenta Dorsilopha como ramificacédo basal e Sophophora e Drosophila como clados-

irmaos.

Ainda segundo Grimaldi (1990), os drosofilideos havaianos, previamente
agrupados junto ao subgénero Drosophila, ndo pertencem ao género Drosophila. Mais
do que isso, Grimaldi defende que espécies havaianas de Drosophila e Scaptomyza nédo
constituem um grupo monofilético. Desta forma, ele translocou as espécies havaianas de
Drosophila, juntamente com os géneros Ateledrosophila e Nudidrosophila, para um
género a parte, Idiomyia, que constitui o clado-irmdo do grupo genérico Zygothrica,
formado pelos géneros micofagos Hirtodrosophila, Zygothrica, Mycodrosophila,
Paramycodrosophila e Paraliodrosophila. Segundo este autor, Scaptomyza constitui um
agrupamento monofilético, irmao dos géneros Lordiphosa e Engiscaptomyza, sendo que
o clado assim estabelecido acaba por formar o grupo-irméo do clado constituido pelos

géneros Drosophila, junto aos grupos genéricos Zaprionus e Styloptera.

Embora Grimaldi (1990) tenha realizado um amplo estudo, notavel pela sua
amostragem e grande numero de caracteres analisados, seus achados sdo também
constantemente criticados, principalmente, devido as inUmeras incongruéncias
apresentadas com relacdo, tanto a estudos anteriores, quanto a andlises posteriores.
Além disso, Remsem & 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 100 na
execucao das pesagens sucessivas, isto devido as restricbes de memdria e velocidade

computacional entdo existentes. Além disso, Grimaldi também ndo emprega medidas de
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suporte estatistico aos clados. Porem, hd que se ressaltar que o estudo de Grimaldi

alcancou uma amostragem taxondmica ainda ndo superada por qualquer outra tentativa.
2 - A sistematica molecular de Drosophilidae

Pelo fato da familia Drosophilidae ser altamente especiosa, em um grande
numero de casos existe uma certa insuficiéncia de caracteres morfologicos, etologicos e
até mesmo citoldgicos com os quais trabalhar. Neste caso, dados moleculares tém-se
mostrado extremamente valiosos, uma vez que adicionam inUmeros novos caracteres
filogeneticamente informativos, capazes de revelar relagcbes previamente obscuras.
Além disso, caracteres moleculares apresentam um padrdo evolutivo mais simples, bem
como uma enorme diversidade de marcadores aplicaveis ao estudo dos mais diferentes
graus de divergéncia taxondmica. DeSalle & Grimaldi (1993) demontram que amplos
niveis de homoplasia sdo revelados tanto por caracteres morfoldgicos quanto por
caracteres moleculares, principalmente quando niveis taxondmicos menos restritos sdo
analisados. Entretanto, enquanto caracteres moleculares permitem a utilizacdo de
marcadores conservados, a escolha de caracteres morfoldgicos adequados para

diferentes niveis de divergéncia € muito mais complicada.

Embora o acréscimo fornecido pela sisteméatica molecular tenha auxiliado na
resolucédo de alguns problemas filogenéticos, em geral seus marcadores foram incapazes
de decifrar algumas das mais interessantes politomias/incongruéncias inferidas com
base em dados morfoldgicos e etolégicos. Ao contrario do que se pode imaginar, a
sistematica molecular, ao invés de resolver padrfes previamente confusos, trouxe novas
incertezas ao apresentar resultados incongruentes com analises prévias, e até mesmo

incongruentes entre si.

Além disso, a maior parte do esforgo de trabalho concentrou-se na inferéncia das

relacbes entre espécies proximamente relacionadas dentro do género Drosophila,
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especialmente aquelas pertencentes ao subgénero Sophophora. Quando séo
consideradas relagcdes em niveis mais restritos, como aquelas referentes a espécies de
um mesmo grupo, alguns cenarios sdo amplamente trabalhados, a despeito de outros.
Um exame detalhado deste quadro permite dizer que, enquanto algumas relagdes
filogenéticas dentro de Drosophilidae foram fortemente enfocadas por um grande
conjunto de dados, outras permanecem controversas em todos 0s seus niveis, ou até
mesmo ignoradas. Por outro lado, freqlientemente, estudos delineados para a analise das
relacbes filogenéticas em niveis mais inclusivos, como aquelas referentes a familia
Drosophilidae como um todo, acabam por esbarrar em amostragens extremamente

limitadas.

Desta forma, uma série de questdes permanecem em aberto devido a ndo-
abordagem ou a devido as incongruéncias apresentadas pelos diferentes estudos que
visaram a sua resolucdo. Isto se deve, principalmente, as diferencas entre a filogenia do
gene X filogenia das espécies associadas a eventos de transferéncia horizontal ou
“incomplete lineage sorting”, as variagcdes entre padrdes e taxas evolutivas apresentadas
por diferentes OTU’s, & escolha inadequada de marcadores saturados ou né&o-
informativos, e até mesmo as amostragens divergentes, que impedem a construcdo de
uma estrutura filogenética mais confiavel. Na verdade, ndo é esperado de forma alguma
que um Unico gene seja capaz de produzir uma filogenia inequivoca para a familia, de
forma que somente com o acumulo de dados, para diferentes genes e espécies,
poderemos nos aproximar do “verdadeiro” cenario evolutivo que deu origem a familia
Drosophilidae. Talvez este cenario seja alcancado apenas com o uso de um enfoque
“filogendmico”, em que diferentes loci, evoluindo a diferentes taxas, s&o amostrados em
conjunto, de forma a aumentar o suporte nos diferentes niveis da topologia. Zilversmit

et al. (2002) defendem que a utilizacdo deste tipo de enfoque é fundamental para que os
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estudos de sistematica filogenética, bem como de evolugdo gendmica, atinjam todo o

seu potencial.

3 - Os problemas na filogenia de Drosophilidae

3.1 — Grupo(s)-externo(s) ao género Drosophila

Segundo Pélandakis et al. (1991), Kwiatowski et al. (1997), Kwiatowski &
Ayala (1999), Tatarenkov et al. (1999a), Katoh et al. (2000) e DaLage et al. (2007), os
géneros Scaptodrosophila e Chymomyza divergiram antes dos demais Drosophilinae.
Embora nestes quatro primeiros trabalhos, bem como em DalLage et al. (2007), a ordem
correta de ramificacdo ndo pbde ser determinada, Katoh et al. (2000) apresenta
Scaptodrosophila como taxon mais proximamente relacionado ao clado maior composto
por representantes dos subgéneros Drosophila e Sophophora, bem como dos géneros
Liodrosophila, Lordiphosa, Mycodrosophila, Hirtodrosophila e Scaptomyza. Por outro
lado, Throckmorton (1975) posiciona Scaptodrosophila como basal em relacdo aos
demais representantes da subfamilia Drosophilinae, enquanto, segundo este autor,
Chymomyza faria parte da radiacdo Sophophora. J& Grimaldi (1990) posiciona ambos 0s

géneros dentro de um clado maior que constitui a base da subfamilia Drosophilinae.

Os trabalhos de DeSalle (1992b), Powell & DeSalle (1995) e Russo et al. (1995)
também apontam Scaptodrosophila como a linhagem mais basal. Neste caso, embora
Russo et al. (1995) ndo tenha incluido representantes de Chymomyza, DeSalle (1992b) e
Powell & DeSalle (1995) defendem que este género ocupa um posicionamento
intermediério, divergindo apenas depois de Hirtodrosophila, um resultado inconsistente
com uma série de outros estudos, segundo os quais Hirtodrosophila é proximamente
relacionado a membros do subgénero Drosophila (Throckmorton, 1975; Kwiatowski &

Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e 2001; Katoh et al., 2000; DalLage et al., 2007).
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Entretanto, Yotoko et al. (2003), ao utilizar Ceratitis capitata como grupo-externo,

recuperam, com baixo suporte, a ramificacdo basal de Hirtodrosophila.

Trabalhos mais recentes, por outro lado, tém ampliado a representatividade
amostral da familia, de modo a apresentar novas alternativas a esta questdo. Neste
sentido, Remsen & O’Grady (2002) apontam representantes do clado Zyghothrica
(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).
Scaptodrosophila e Chymomyza acabam por ocupar um posicionamento mais derivado,
constituindo o clado irmdo do subgénero Sophophora. Entretanto, este resultado é
incongruente com os achados de Kwiatowski et al. (1994), que evidenciaram a auséncia
de um intron do gene Sod (superdxido-dismutase) em todos os drosofilideos com

excecdo de Scaptodrosophila e Chymomyza.

A questdo acerca de qual destes dois géneros divergiu primeiro, entretanto,
parece ter sido corretamente enderecada por Tarrio et al. (2001) que, ao utilizar modelos
evolutivos ndo uniformes e ndo estacionarios, recuperaram Scaptodrosophila como

ramificacdo basal, ao que se segue a diversificagdo de Chymomyza.

3.2 — Posicionamento de Zaprionus

O género Zaprionus foi apresentado como grupo irmao do clado constituido
pelos subgéneros irmdos Sophophora e Drosophila na filogenia de Grimaldi (1990).
Estes resultados foram parcialmente recuperados por DeSalle (1992b), que apresenta
Zaprionus como linhagem irm& do género Drosophila parafileticamente definido com
relagdo ao género Liodrosophila. DeSalle & Grimaldi (1992) também favorecem este

cenario. Throckmorton (1975), entretanto, defendia que Zaprionus ocupa um
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posicionamento derivado na filogenia de Drosophila, fazendo parte da radiacdo
immigrans-Hirtodrosophila. Posteriormente, Zaprionus foi apresentado, ainda, como
estando entre os primeiros grupos a divergir depois de Sophophora (Pélandakis &
Solignac, 1993; Kwiatowski et al., 1997; Remsen & DeSalle, 1998; Kwiatowski &
Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e 2001; Katoh et al., 2000), ou até mesmo como
sendo o primeiro (Thomas & Hunt, 1993; Russo et al., 1995; Yotoko et al., 2003
DaLage et al., 2007). Neste caso, a afinidade filogenética entre Zaprionus e os membros
da radiacdo immigrans-Hirtodrosophila foi fracamente suportada nos trabalhos de
Kwiatowski & Ayala (1999), Tatarenkov et al. (2001) e Katoh et al. (2007), embora
valores de bootstrap maiores tenham sido encontrados na andlise executada por
Tatarenkov et al. (1999a) com base nas posi¢6es nucleotidicas 1 + 2 dos genes Ddc, Sod
e Adh. Remsen & O’Grady (2002), entretanto, posicionam Zaprionus como taxon irmao
do subgénero Dorsilopha, sendo que o clado assim constituido agrupa-se, neste
trabalho, ao clado formado pelo subgénero Sophophora e pelos géneros

Scaptodrosophila e Chymomyza.

3.3 — Posicionamento de Hirtodrosophila

Throckmorton (1975) propds que Hirtodrosophila, juntamente com o subgénero
Dorsilopha, sdo proximamente relacionados entre si, de modo a compor uma
ramificacdo da radiacdo immigrans-Hirtodrosophila. Grimaldi (1990), por outro lado,
posiciona Hirtodrosophila externamente ao clado composto pelos géneros Drosophila,
Zaprionus e Scaptomyza, mas junto aos grupos hawaianos de Drosophila e outros

géneros micofagos, de modo a propor sua elevacao taxonémica a categoria de género.

Com relagéo a resultados obtidos a partir de dados moleculares, DeSalle (1992a)
situa Hirtodrosophila como grupo irmdo do clado constituido por representantes dos

subgéneros Sophophora e Drosophila (incluindo drosofilideos hawaianos), enquanto
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DeSalle (1992b), mais precisamente, situa Hirtodrosophila como a primeira linhagem a
divergir depois de Scaptodrosophila, definindo-a como basal com relagdo aos géneros
Chymomyza, Zaprionus e Drosophila. Utilizando parte dos marcadores utilizados por
DeSalle (1992a e b), Remsen & DeSalle (1998) apresentam Hirtodrosophila como
grupo-irmdo do subgénero Drosophila, definido inclusivamente mediante a presenca
dos drosofilideos hawaianos. Resultados semelhantes foram ainda obtidos por
Tatarenkov et al. (1999a e 2001), que apresentam Hirtodrosophila como um dos
primeiros ramos a divergir depois de Sophophora. Kwiatowski et al. (1997), por outro
lado, favoreceram a topologia, primeiramente apresentada por Throckmorton (1975), de
que Hirtodrosophila e Dorsilopha compdem taxons irméos entre si, e filogeneticamente
aparentados ao subgénero Drosophila. Com base neste resultado, este autores defendem
que Hirtodrosophila mantenha o status de subgénero pertencente ao género Drosophila.
A designacdo de Hirtodrosophila como subgénero de Drosophila foi ainda defendida
por Kwiatowski & Ayala (1999), segundo os quais este taxon €& proximamente

relacionado ao grupo immigrans, visdo esta compartilhada por Katoh et al. (2007).

Mais recentemente, entretanto, Remsen & O’Grady (2002) recuperaram 0
agrupamento de Hirtodrosophila junto a outros géneros micdfagos, tais como
Mycodrosophila e Paramycodrosophila, bem como a Samoaia, de modo a compor uma
ramificacdo basal da subfamilia Drosophilinae. Mycodrosophila e Hirtodrosophila
também constituiram linhagens irméas nos trabalhos de Katoh et al. (2000) e de Dalage
et al. (2007), embora nestes casos, o0 clado assim estabelecido tenha se posicionado

junto a base do subgénero Drosophila.

3.4 — Posicionamento de Liodrosophila

Segundo Throckmorton (1975), Liodrosophila situa-se na base da radiacdo

Drosophila, de forma a constituir uma das primeiras linhagens a divergir depois de
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Sophophora. Semelhantemente, DeSalle (1992b) defende que Liodrosophila compde a
linhagem irmé& do subgénero Drosophila, monofileticamente definido. Tatarenkov et al.
(1999a e 2001), por outro lado, apresenta Liodrosophila como uma ramificacdo interna

ao subgénero Drosophila, embora o suporte para esta relacdo seja bastante reduzido.

Este cenario € inteiramente discordante aquele apresentado por Grimaldi (1990),
segundo o qual Liodrosophila agrupa-se a diversos outros géneros, tais como
Sphaerogastrella e Dettopsomyia, sendo que estes, uma vez acrescidos do clado
composto por Samoaia e Zaprionus, constituem parte do clado irmd@o do género
Drosophila monofileticamente constituido. O agrupamento de Liodrosophila com
Sphaerogastrella e Dettopsomyia, de modo a compor o clado Formosa, foi novamente
recuperado por Remsen & O’Grady (2002). Neste caso, entretanto, o clado assim
constituido compds o grupo-externo direto de um género Drosophila inteiramente
parafilético, amplamente misturado a membros de outros géneros como Chymomyza,

Scaptodrosophila, Zaprionus e Scaptomyza.

Contrariamente a este cenario, entretanto, DalLage et al. (2007) apresentaram
Liodrosophila agrupado aos géneros Hirtodrosophila e Mycodrosophila como primeira

linhagem a divergir depois de Sophophora e Zaprionus.

3.5 — Posicionamento de Samoaia

Assim como para Liodrosophila, a designacdo genérica de Samoaia foi
suportada por Grimaldi (1990), que apresentou este td&xon como parte do grupo genérico
Zaprionus, que juntamente com o grupo genérico Styloptera compunha o clado-irméo
do género Drosophila, monofileticamente constituido. Throckmorton (1975), por outro

lado, apesar de também apresentar Samoaia como proximamente relacionado a
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Zaprionus, apresenta ambos como parte de sua radiacdo immigrans-Hirtodrosophila,

resultado este parcialmente recuperado por Pélandakis & Solignac (1993).

Mais recentemente, um cenario semelhante ao originalmente proposto por
Throckmorton (1975) foi suportado por Tatarenkov et al. (1999a e 2001). Estes
trabalhos, entretanto, diferem quanto ao posicionamento exato de Samoaia dentro da
radiacdo immigrans-Hirtodrosophila, possivelmente devido a diferencas de
amostragem. Em Tatarenkov et al. (1999a), Samoaia agrupa com D. immigrans, com
baixo suporte, enquanto que em Tatarenkov et al. (2001), Samoaia constitui a espécie
irmd do clado constituido pelos grupos immigrans, funebris, quinaria, testaceae e
tripunctata, de modo a compor uma ramificacdo basal da radiagdo immigrans-
tripunctata. Em ambos os casos, o cenario defendido apresenta Zaprionus como grupo-

externo do subgénero Drosophila.

O trabalho de Remsen & O’Grady (2002), entretanto, trouxe novas
incongruéncias a esta questdo. Neste caso, Samoaia agrupou-se com membros do grupo
genérico Zygothrica de Grimaldi (1990) (representados pelos taxons mic6fagos
Hirtodrosophila, Mycodrosophila e Paramycodrosophila) junto a base do clado maior
que constitui a subfamilia Drosophilinae. Segundo os autores, este relacionamento é
bastante surpreendente, uma vez que diversos representantes do grupo genérico

Zygothrica sdo também endémicos da Ilha de Samoa.

3.6 — Posicionamento de Dorsilopha

Throckmorton (1975) posicionou o subgénero Dorsilopha internamente a
radiacdo immigrans-Hirtodrosophila. Posteriormente, Grimaldi (1990) favoreceu a
nogéo de que Dorsilopha compde a linhagem-irma do clado formado pelos subgéneros

Drosophila e Sophophora.
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Mais recentemente, Kwiatowski et al. (1997) relembrou aspectos do cenario
proposto por Throckmorton (1975) ao favorecer Dorsilopha e Hirtodrosophila como
linhagens irmas. Neste caso, embora o clado assim constituido corresponda a linhagem
irmd do subgénero Drosophila, e ndo do clado immigrans-tripunctata, € importante
lembrar que apenas representantes da secdo virilis-repleta foram amostrados dentre os
representantes do subgénero Drosophila. Kwiatowski & Ayala (1999), Tatarenkov et al.
(1999a e 2001) e Katoh et al. (2007) também apresentaram Dorsilopha como um grupo-
externo ao subgénero Drosophila, sendo que nestes trabalhos o mesmo apresenta-se,
geralmente, como um dos primeiros, ou até mesmo o primeiro taxon a divergir apos
Sophophora. Em Remsen & O’Grady (2002), entretanto, Dorsilopha agrupa-se ao
género Zaprionus de modo a constituir a linhagem irmd do clado formado por

Chymomyza, Scaptodrosophila e pelo subgénero Sophophora.

3.7 — Monofilia e posicionamento do subgénero Sophophora

Segundo Throckmorton (1975), o subgénero Sophophora posiciona-se na base
da filogenia de Drosophila, sendo este filogeneticamente mais préximo de diversos
outros géneros e subgéneros (Dorsilopha, Hirtodrosophila, Samoaia, Liodrosophila,
Scaptomyza, Engiscaptomyza, Zaprionus, etc.) do que do prdprio subgénero
Sophophora. De acordo com sua visdo, a radiacdo Sophophora emerge a partir da
radiacdo Scaptodrosophila, e compreende quatro inhagens principais: o grupo obscura;
0 grupo melanogaster; os grupos saltans e willistoni; e os géneros Chymomyza e
Neotanygastrella. Em seu trabalho de 1962, Throckmorton apresenta, ainda, a
possibilidade de que os grupos obscura e melanogaster tenham se originado a partir de

uma Unica populacao proto-melanogaster ancestral.

No cladograma de Grimaldi (1990), entretanto, o subgénero Sophophora

constitui o grupo-irmao do subgénero Drosophila, sendo que estes, uma vez acrescidos
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do subgénero Dorsilopha constituiriam o género Drosophila em sua totalidade. Este
ultimo resultado foi, em parte, corroborado pelos achados de DeSalle (1992b), que
apresentam o subgénero Sophophora como taxon irmdo do clado constituido pelo

subgénero Drosophila e pelo género Liodrosophila.

Posteriormente, entretanto, a maior parte dos dados moleculares tem favorecido
a hipotese desenvolvida por Throckmorton (1975), de que o subgénero Sophophora
constitui o primeiro ramo a divergir de todas as demais espécies do género Drosophila,
bem como de outros géneros (Thomas & Hunt, 1993; Russo et al., 1995; Kwiatowski et
al., 1997; Remsen & DeSalle, 1998; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al.,
1999a e 2001; Katoh et al., 2000 e 2007; DalLage et al., 2007). Russo et al. (1995)
estimaram que esta separacdo se deu ha aproximadamente 40 milhdes de anos. No
trabalho de Yotoko et al. (2003), porém, o subgénero Sophophora constituiu o segundo
grupo a divergir, ramificando apenas ap6s a separacdo de Hirtodrosophila. Na analise
de Remsen & O’Grady (2002), por outro lado, o subgénero Sophophora,
monofileticamente  definido, agrupa-se ao clado constituido pelos géneros
Scaptodrosophila e Chymomyza, de modo a constituir o grupo irmdo do cluster
Zaprionus/Dorsilopha. Neste caso, o clado assim estabelecido forma o grupo-irméo do
subgénero Drosophila, parafileticamente definido com relacdo ao género Scaptomyza e

ao subgénero Siphlodora.

Outra pendéncia importante emergiu com os achados de Pélandakis et al. (1991),
Pélandakis & Solignac (1993) e Kwiatowski et al. (1997) que ressuscitaram a questao,
primeiramente levantada por Throckmorton (1975), de que a linhagem saltans/willistoni
pode ndo formar um grupo monofilético com a linhagem melanogaster/obscura, de
forma que o subgénero Sophophora constitui um taxon parafilético com relacdo ao

subgénero Drosophila. Além disso, Katoh et al. (2000) sugerem que o Sophophora é
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parafilético com relacdo a alguns membros do género Lordiphosa, que constituem o

clado-irméo da linhagem Neotropical formada pelos grupos saltans e willistoni.

A monofilia e o posicionamento basal do subgénero Sophophora foi, porém,
confirmada pelo estudo de Tatarenkov et al. (1999a), onde todas as espécies de
Sophophora apresentaram uma delecdo de um unico cddon na regido codificadora do
gene Ddc, ndo encontrada em qualquer outra espécie do género Drosophila. Os
problemas no correto posicionamento dos grupos saltans e willistoni sdo atribuidos, por
diversos autores (Rodriguez-Trelles et al., 1999b, 2000a e 2000b; Tatarenkov et al.,
1999a; Tarrio et al., 2000; Powell et al., 2003; DalLage et al., 2007) a evolugdo
molecular atipica apresentada por estes grupos, caracterizados por altas taxas de

substituigdo ndo-sindnima (ao menos para o gene Xdh) e baixa proporgédo GC.

3.8 — Filogenia do subgénero Drosophila

Segundo Throckmorton (1975), o subgénero Drosophila consiste de dois clados
principais: a radiacdo virilis-repleta e a radiacdo immigrans-Hirtodrosophila (da qual
deriva a radiacéo tripunctata), além dos taxons Liodrosophila e D. funebris, basais em
relacdo a ambas radiages segundo o mesmo autor. Estimativas recentes do tempo de
divergéncia destas radiaces sugerem que as mesmas tenham se originado 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 constitui um
agrupamento monofilético. Grimaldi (1990), DeSalle (1992a e b) e Powell & DeSalle
(1995), entretanto, favoreceram a monofilia do subgénero Drosophila, sendo que estes

trés ultimos trabalhos o situam como grupo-irméao aos drosofilideos hawaianos.
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Uma série de trabalhos posteriores, entretanto, tém indicado que o subgénero
Drosophila &, na verdade, parafilético (Russo et al., 1995; Remsen & DeSalle, 1998;
Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e 2001; Katoh et al., 2000 e 2007,
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 amostradas do subgénero Drosophila. Este
parecer, na verdade, apenas confirma a visdo de Throckmorton (1975). Recentemente,
entretanto, Yotoko et al. (2003) contradisse esta visdo ao apresentar um subgénero
Drosophila monofilético para as espécies consideradas, e estatisticamente distante ao

subgénero Hirtodrosophila.

3.8.1 — Filogenia dos membros da radiacéo virilis-repleta

As relacdes filogenéticas dos grupos e espécies na radiacdo virilis/repleta
encontram-se bastante mal resolvidas na abordagem de Throckmorton (1975). Durando
et al. (2000) e O’Grady et al. (2001) sugerem que o grupo repleta é, na verdade,
parafilético com relacdo aos grupos dreyfusi, canalinea e mesophragmatica, embora no
primeiro destes trabalhos os autores ressaltem que suas conclusdes encontram-se
afetadas pela baixa resolucdo apresentada na base de sua arvore. Ainda em Durando et
al. (2000), 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 repleta aparecem como parafiléticos com relagdo ao
subgrupo mercatorum). Entretanto, nas andlises de Tatarenkov & Ayala (2001) e
Dalage et al. (2007), o grupo repleta é monofileticamente recuperado e, com excecao
do grupo tumiditarsus, todos os demais membros da radiagéo virilis-repleta formam um
cluster monofilético, proximamente relacionado aos drosofilideos hawaianos no

primeiro destes trabalhos e na analise bayesiana do segundo. A parte mais derivada da
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filogenia apresentada por Tatarenkov & Ayala (2001) contém todos os representantes
do grupo repleta, cujas relacdes sdo altamente congruentes com os estudos prévios de
Throckmorton (1975) e Wassermann (1982), com excecao da inconsisténcia acerca do
posicionamento correto dos subgrupos mercatorum e repleta, apresentados como
grupos-irmaos nas filogenias destes tltimos. Wang et al. (2006), entretanto, apresentam
0 grupo repleta como uma ramificacdo basal da secéo virilis-repleta, sendo que neste
caso o clado composto por este grupo, juntamente com o0s grupos annulimana e
nannoptera, compde a segunda linhagem a divergir, perdendo apenas para 0 grupo

polychaeta.

D. gaucha (grupo mesophragmatica), D. camargoi (grupo dreyfusi) e D.
canalinea (grupo canalinea) sdo 0s grupos mais proximos ao grupo repleta, de modo a
constituir uma radiacao repleta monofilética (Throckmoron, 1975; Tatarenkov & Ayala,
2001). Neste caso, Tatarenkov & Ayala (2001) apresentam 0s grupo mesophragmatica e
repleta como irmdos a partir da analise de seqiiéncias do gene Amd, enquanto que na
analise realizada com base no gene Ddc, bem como na anélise combinada Amd + Ddc,
0s grupos mesophragmatica e dreyfusi aparecem como grupos irmdos. No cenario
proposto por Throckmorton (1975), por outro lado, os grupos canalinea e dreyfusi
apresentam-se mais proximamente relacionados entre si. Em Remsen & O’Grady
(2002), por outro lado, repleta aparece como grupo irmdo de dreyfusi, enquanto
mesophragmatica aparece como grupo irmao de bromeliae, de forma que este trabalho
ndo recupera uma radiacdo repleta monofilética. Mais recentemente, entretanto, Wang
et al. (2006), apresentam o grupo annulimana como taxon irmdo do grupo repleta,
embora este resultado deva-se, provavelmente, a amostragem deficiente de outros
membros da radiacdo, dada a auséncia dos grupos coffeata, dreyfusi, canalinae e

mesophragmatica. Dal.age et al. (2007) também ndo incluiu representantes dos grupos
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coffeata e canalinae em sua analise, mas recuperou o agrupamento de repleta,
mesophragmatica e dreyfusi na analise bayesiana realizada com base em sequéncias
nucleotidicas do gene Amyrel, sendo que neste caso repleta e mesophragmatica

constituem grupos irméaos entre si.

Outra incongruéncia com relacdo aos achados de Tatarenkov & Ayala (2001) é
apresentada por Remsen & O’Grady (2002) quanto ao posicionamento do grupo
bromeliae: enquanto o primeiro trabalho o situa junto ao grupo nannoptera, o segundo
apresenta bromeliae como taxon irmdo do grupo mesophragmatica. Ainda em
Tatarenkov & Ayala (2001), o posicionamento do clado composto pelos grupos
bromeliae e nannoptera como linhagem irmd da radiacdo repleta é fortemente
suportado na maior parte das analises realizadas. Neste caso, 0 grupo annulimana
constitui a proxima linhagem a divergir, posicionando-se como grupo-externo ao clado
formado pela radiacdo repleta + bromeliae/nannoptera. Uma ordem de divergéncia
diferente foi apresentada por Wang et al. (2006), segundo os quais D. nannoptera
(grupo nannoptera) diverge antes de D. aracataca (grupo annulimana). Em Dalage et
al. (2007), por outro lado, o grupo bromeliae apresenta um posicionamento inconstante
mediante o uso de diferentes métodos de reconstrucdo filogenética, ora agrupando-se
com os grupos annulimana e dreyfusi, de modo a constituir a linhagem irma do clado
formado pelos grupos repleta e mesophragmatica (méaxima parcimonia), ora agrupando-
se com o grupo polychaeta junto a base da radiacdo virilis-repleta (analise bayesiana).
Em ambas as analise, entretanto, o grupo annulimana destaca-se como proximamente

relacionado aos membros da radiacéo repleta.

Um clado congruente e bem definido, apresentado nos estudos de Tatarenkov &
Ayala (2001), Remsen & O’Grady (2002) e Wang et al. (2006), é constituido pelos

grupos robusta e melanica. Neste dltimo trabalho, inclusive, estes dois grupos
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apresentam uma composicdo parafilética com relacdo um ao outro (e com relagdo aos
grupos clefta e quadrisetata, no que se refere apenas ao grupo robusta). Nos trabalhos
anteriores de DeSalle (1992b), 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 que nas analises de Powell & DeSalle
(1995), Remsen & DeSalle (1998), Remsen & O’Grady (2002) e de Dalage et al.
(2007), D. virilis posiciona-se mais préximo aos membros da radiacdo repleta do que a
D. melanica e D. robusta, enquanto na analise de Katoh et al. (2000) e em Tatarenkov
et al. (2001), o grupo virilis é agrupado com o grupo robusta. Tatarenkov & Ayala
(2001) preferem deixar o posicionamento do grupo virilis em aberto, dado que o
agrupamento do mesmo junto ao clado que constitui a radiagdo repleta é apenas
fracamente suportado. No estudo de Wang et al. (2006), por outro lado, o grupo virilis
apresenta-se como linhagem irma do clado composto pelos grupos robusta, melanica,

quadrisetata e clefta.

De qualquer forma, a maior parte dos trabalhos concorda quanto ao
posicionamento do grupo polychaeta como ramificagéo basal da radiagéo virilis-repleta
(Throckmorton, 1975; Tatarenkov & Ayala, 2001; Wang et al., 2006, DalLage et al.,

2007).

3.8.2 - Posicionamento de Scaptomyza e de Drosophila hawaianas

Throckmorton (1975) considerou 0s grupos hawaianos de Drosophila e
Scaptomyza/Engyscaptomyza como clados-irmaos e derivados com relacdo aos demais
membros do subgénero Drosophila, agrupando-os junto a radiacdo immigrans-
Hirtodrosophila. Grimaldi (1990), por outro lado, prop6s que as espécies hawaianas de

Drosophila representariam uma ramificagdo basal na subfamilia Drosophilinae,
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devendo ser elevados a categoria de género (ldiomya), enquanto Scaptomyza
constituiria o grupo-irmédo do clado formado pelos géneros Drosophila e Zaprionus.
Uma serie de trabalhos posteriores (Thomas & Hunt, 1991 e 1993; DeSalle, 1992a;
Powell & DeSalle, 1995), entretanto, descrevem as espécies hawaianas de Scaptomyza e

Drosophila como uma ramificacéo basal e irmd do subgénero Drosophila.

Mais recentemente, diversos trabalhos (Russo et al., 1995; Remsen & DeSalle,
1998; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e 2001; Katoh et al., 2000;
Remsen & O’Grady, 2002) tem confirmado a idéia de que as espécies hawaianas de
Drosophila e Scaptomyza/Engiscaptomyza formam um grupo monofilético, que compde
a linhagem irmé da secdo virilis-repleta. De modo geral, a visdo é congruente com a
hipotese, defendida por Throckmorton (1975), de que todos os drosofilideos hawaianos
originaram-se a partir de uma Unica espéecie ancestral, mas é incongruente com sua visdo

de que esta linhagem constituiria parte da radiagdo immigrans-Hirtodrosophila.

Novas perspectivas foram, entretanto, acrescidas a este cenario com o trabalho de
Katoh et al. (2007), que apresentou o clado constituido por D. annulipes (grupo
immigrans) e D. maculinotata (grupo funebris) como grupo irméo do clado formado por
diversas espécies hawaianas de Drosophila. Neste caso, o clado assim definido constitui
a linhagem irm@ do género Scaptomyza, sendo que todas estas espécies agrupadas
apresentam a secdo virilis-repleta como grupo-externo mais préximo. Como D.
annulipes e D. maculinotata apresentam uma distribuicdo restrita & Asia, estes fatos
sugerem que o ancestral das espécies hawaianas de Drosophila apresente uma origem
asiatica. Os autores destacam, entretanto, que este quadro é extremamente especulativo,
sendo que novos estudos incluindo estas e outras espécies relacionadas tornam-se

necessarios para auxiliar na resolucdo da questao.
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3.8.3 - Filogenia dos membros da radiagdo immigrans-tripunctata

Embora o grupo tripunctata represente um dos grupos de Drosophila mais
especiosos da regido Neotropical, onde apresenta 79 especies identificadas (Bachli,
2008), sua sistematica tem sido largamente negligenciada. Throckmorton (1975) incluiu
0 grupo tripunctata dentro da radiagdo 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 radiacéo, servindo ainda 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 111
eram transicionais a outros grupos, como guarani e cardini, respectivamente, de forma
que 0 grupo constituiria um conjunto parafilético de espécies. Throckmorton (1975)
situa, desta forma, a radiacdo tripunctata como membro derivado da radiacdo
immigrans-Hirtodrosophila, que apresenta 0s grupos immigrans, testacea, quinaria,
além de outros géneros e subgéneros, como ramificacdes basais. Como mencionado
anteriormente, segundo Throckmorton (1975) o grupo funebris, bem como o0 género
Liodrosophila compunham divergéncias basais as radiagdes immigrans-Hirtodrosophila

e virilis-repleta.

Na analise 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, Samoaia e Zaprionus 0S grupos-irmdos mais
préoximos deste clado. Assim, neste estudo, a radiacdo immigrans-Hirtodrosophila,
diferencialmente definida mediante a exclusdo de Dorsilopha e Hirtodrosophila, e a
inclusdo de D. funebris, revela-se monofilética. Resultados semelhantes foram ainda

apresentados por Remsen & DeSalle (1998), onde D. immigrans destaca-se como
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grupo-externo ao clado constituido pelos grupos irmaos funebris e pinicola, de modo a
recuperar uma radiacdo immigrans-tripunctata monofilética para os representantes
considerados, mas ndao uma radiacdo immigrans-Hirtodrosophila, dada a exclusdo de
Hirtodrosophila e Zaprionus do clado assim estabelecido. Também no trabalho de
Katoh et al. (2000) a radiacdo immigrans-Hirtodrosophila ndo foi devidamente
recuperada: embora estes autores confirmem a monofilia do clado composto por
membros dos grupos immigrans, funebris e quinaria, o clado constituido por
representantes dos géneros Hirtodrosophila e Mycodrosophila, juntamente com alguns
membros do género Lordiphosa, apresentou-se mais proximamente relacionado a
linhagem virilis-repleta/drosofilideos hawaianos do que aos demais membros da sua
radiacdo. Da mesma forma, em Remsen & O’Grady (2002) e na analise de Yotoko et al.
(2003) apenas a linhagem immigrans-tripunctata se constitui monofileticamente, de
modo a formar o clado-irmdo a linhagem formada pela radiacdo Vvirilis-
repleta/Drosophilidae  Hawaianos, mas novamente mediante a exclusdo de
Hirtodrosophila e de Zaprionus. Perlman et al. (2003) também recuperaram a monofilia
da radiacdo immigrans-tripunctata, em detrimento a fracamente suportada polifilia da
radiacdo tripunctata. Todos estes resultados encontram-se em inteira discordancia aos
achados de Kwiatowski & Ayala (1999), que apresentam D. immigrans como espécie-
irmd de Hirtodrosophila, sendo Zaprionus frequentemente recuperado como
ramificacdo basal a este clado. Resultados semelhantes também sdo recuperados por
Tatarenkov et al. (1999a), para a analise combinada das primeiras e segundas posi¢oes
dos cdédons de Ddc, Sod e Adh. Embora um clado bastante semelhante a radiacéo
immigrans-Hirtodrosophila original (Throckmorton, 1975) tenha sido ainda
recentemente encontrado por Katoh et al. (2007) (dada a exclusdo dos drosofilideos

hawaianos), 0 mesmo nao apresenta maior suporte estatistico.
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Resultados diferentes a todas analises mencionadas foram recentemente obtidos
por DalLage et al. (2007), uma vez que neste caso ndo apenas 0S géneros Zaprionus e
Hirtodrosophila, mas também o grupo immigrans, situaram-se COmo grupos-externos ao
clado constituido pelos demais representantes da radiacdo immigrans-Hirtodrosophila
juntamente a radiacgéo virilis-repleta. A radiacdo immigrans-tripunctata assim definida
apresentou o grupo quinaria, agrupado a funebris e testacea como clado basal, de modo
a recuperar uma radiacdo tripunctata monofilética, composta pelos grupos cardini,
guarani, pallidipennis e tripunctata. Yotoko et al. (2003), por outro lado, recuperam
uma radiagdo tripunctata parafilética, dada a inclusdo de D. funebris e D. putrida (grupo
testaceae) dentro do cluster composto majoritariamente por membros daquela radiagao,
que apresenta 0s grupos quinaria e immigrans como grupos-externos. J& em Remsen &
O’Grady (2002), o grupo tripunctata agrupa-se diretamente com o grupo testaceae,
enguanto os grupos funebris/pinicola constituem o grupo-irmao do clado formado pelos
grupos guarani/calloptera/cardini e pelos grupos bizonata/macroptera/rubrifrons/
quinaria, o que acaba por constituir uma radiagdo tripunctata polifilética. Assim, de
modo geral, todos 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, enquanto o grupo funebris constituiria
uma ramificacdo basal da radiacdo Drosophila. Por outro lado, alguns destes achados
confirmam parcialmente os resultados de DeSalle (1992b), ao conferir uma posigédo
derivada ao grupo funebris. Neste trabalho, o grupo funebris agrupa-se com D. pinicola,
sob alto suporte estatistico, embora os demais representantes das radia¢des immigrans-

tripunctata e virilis-repleta encontrem-se inteiramente misturados topologicamente.

O trabalho recentemente publicado por Yotoko et al. (2003) também se destaca

como o primeiro a incluir diversos membros do grupo tripunctata em uma abordagem
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molecular. Neste caso, 0 grupo tripunctata apresentou uma composicao parafilética e
altamente descontinua ao longo da filogenia, na qual alguns de seus membros mesclam-
se com representantes dos grupos calloptera, funebris, testaceae, guarani e
pallidipennis, sendo impossivel identificar qualquer grupo original, provavelmente
devido a episodios de especiacdo rapida. Da mesma forma, dentre estes grupos, aqueles
em que mais de uma espécie fora considerada (calloptera e guarani), revelaram-se
polifiléticos, com excecdo do grupo cardini, monofileticamente definido. Ao incluir trés
representantes do grupo tripunctata, DalLage et al. (2007) também recuperam seu

carater merofilético.

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 hipdtese 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 posicdo basal dentro da subfamilia Drosophilinae) ainda parece ser a mais

confiavel.
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OBJETIVOS

Dadas as circunstancias anteriormente mencionadas, a presente tese tem como
objetivo geral contribuir para o entendimento da historia evolutiva do género
Drosophila e outros géneros afins, pelo delineamento dos seguintes objetivos

especificos:

Capitulos 11 e 11I:

1) Resolver questdes relacionadas ao correto posicionamento filogenético dos
géneros Hirtodrosophila, Liodrosophila, Samoaia, Scaptomyza e Zaprionus, bem como
dos subgéneros Dorsilopha e Sophophora, com relacdo ao género e ao subgénero

Drosophila;

2) Analisar a monofilia do género e do subgénero Drosophila, bem como seus

posicionamentos dentro da filogenia de Drosophilidae;

3) Construir uma filogenia robusta para o subgénero Drosophila, buscando
solucionar aspectos relacionados a sua subdivisdo interna e as relacGes filogenéticas
entre e dentro de grupos de espécies tradicionalmente alocados as suas duas maiores
radiacdes: grupos cardini, calloptera, guarani, guaramunu, immigrans, pallidipennis,
quinaria, testacea e tripunctata, incluidos na radiacdo immigrans-tripunctata; grupos
annulimana, bromeliae, canalinea, dreyfusi, flavopilosa, melanica, mesophragmatica,
nannoptera, polychaeta, repleta, robusta e virilis, pertencentes a radiacdo virilis-

repleta;

4) Acessar a monofilia e o posicionamento dos drosofilideos hawaianos com

relacdo ao subgénero Drosophila (apenas para Capitulo I11);
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5) Datar eventos de divergéncia, bem como de origem e diversificacdo de clados

pertencentes ao subgénero Drosophila (apenas para Capitulo 111).

Capitulo IV:
1) Contribuir para o entendimento das relagdes filogenéticas entre seis das 13
especies tradicionalmente situadas no grupo mesophragmatica de Drosophila;

2) Inferir os padrdes espaco-temporais de evolucdo do grupo mesophragmatica,

a partir da construcéo de sua filogenia;

3) Analisar aspectos relacionados a genealogia e evolucdo de caracteres

previamente descritos para o grupo ao longo da filogenia obtida;

4) Fazer novas proposic¢des acerca da taxonomia do grupo.

Capitulo V:
1) Acessar as relagdes filogenéticas entre espécies, subespécies e semiespécies
pertencentes ao subgrupo willistoni;

2) Propor um cenario evolutivo congruente com os padres filogenéticos

encontrados;

3) Datar alguns eventos de divergéncia, origem e diversificacdo dentro do

subgrupo willistoni;

4) Testar os niveis de divergéncia molecular apresentados pelos diferentes
taxons que compdem o subgrupo willistoni, analisando sua correlagdo com os graus de

isolamento reprodutivo.
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Abstract

The genus Drosophila has played an essential role in many biological studies during the last 100 years but much controversy and
many incompletely addressed issues still remain to be elucidated regarding the phylogeny of this genus. Because information on the
Neotropical species contained in the subgenus Drosophila is particularly incomplete, with this taxonomic group being underrepre-
sented in many studies, we designed a study to answer some evolutionary questions related to these species. We subjected at least 41
Drosophilidae taxa to a phylogenetic analysis using a 516-base pair (bp) fragment of the a-methyldopa (Amd) nuclear gene and a
672 bp fragment of the mitochondrial cytochrome oxidase subunit II (COII) gene both individually and in combination. We found
that the subgenus Drosophila is paraphyletic and subdivided into two main clusters: the first containing species traditionally placed
in the virilis-repleta radiation and the second assembling species of the immigrans-Hirtodrosophila radiation. Inside the first of these
clusters we could detect the monophyly of both the flavopilosa (the sister-clade of the annulimana group) and the mesophragmatica
(closely related to the repleta group) species groups. Concerning the immigrans-Hirtodrosophila lineage, Zaprionus, Liodrosophila,
Samoaia, and Hirtodrosophila were the early offshoots, followed by the immigrans, quinaria, testacea, and funebris species groups. The
tripunctata radiation appears to be a derived clade, composed of a paraphyletic tripunctata group, intimately interposed with mem-
bers of the cardini, guarani, and guaramunu species groups. Overall, the COII gene yielded a poor phylogenetic performance when
compared to the Amd gene, the evolutionary hypothesis of which agreed with the total evidence tree. This phenomenon can be
explained by the fast saturation of transitional substitutions in COII, due to strong biases in both base composition and substitution
patterns, as also by its great among-site rate variation heterogeneity.
© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Amd gene; cardini group; COII gene; Drosophila; flavopilosa group; guaramunu group; guarani group; mesophragmatica group; Neotropical
species; tripunctata group

1. Introduction about half of the total number of species as yet described
belonging to the genus Drosophila (Wheeler, 1982).

The family Drosophilidae (Diptera) includes about According to this author, the genus Drosophila has a
3000 species distributed over more than 60 genera, with wide and scattered distribution, being composed of 15
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elgion@base.ufsm.br (E.L.S. Loreto).
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doi:10.1016/j.ympev.2005.05.005

116


mailto: lizbiogen@pop.com.br
mailto: lizbiogen@pop.com.br
mailto: vera.valente@bol.com.br
mailto: vera.valente@bol.com.br
mailto: mbudnik@med.uchile.cl
mailto: mbudnik@med.uchile.cl
mailto: elgion@base.ufsm.br
mailto: elgion@base.ufsm.br

624 L.J. Robe et al. | Molecular Phylogenetics and Evolution 36 (2005) 623—640

subgenera. Among these we distinguish the speciose sub-
genera Drosophila and Sophophora, whose systematics in
most cases still remains controversial and incomplete.

The largest group of Drosophilidae inhabiting the
Neotropics is the subgenus Drosophila (Val et al., 1981),
where it includes at least 25 species groups. Malogolow-
kin (1953) and Throckmorton (1975) subdivided these
species into two main lineages: the virilis-repleta section
(or radiation) containing 15 species groups; and the
quinaria-tripunctata section (also known as the immig-
rans-Hirtodrosophila radiation) containing 9 Neotropi-
cal species groups. Besides this, the subgenus Drosophila
is also composed of the funebris group, basal to both
radiations according to Throckmorton (1975). This
author also supported the thesis that the subgenus Dro-
sophila forms a paraphyletic clade from which a series of
other genera and subgenera originated ‘at different times
and levels.” Recently, this hypothesis has been substanti-
ated by several studies (Kwiatowski and Ayala, 1999;
Remsen and DeSalle, 1998; Remsen and O’Grady, 2002;
Russo et al., 1995; Tatarenkov et al., 1999, 2001; Thomas
and Hunt, 1993) but it has been negated by others (DeS-
alle, 1992; Grimaldi, 1990; Powell and DeSalle, 1995).
These uncertainties still present in Drosophila phyloge-
netic studies are compounded by the fact that Neotropi-
cal members of the subgenus Drosophila are poorly
represented in many of these studies.

One of the subgenus Drosophila species groups that
are underrepresented in phylogenetic studies is the
tripunctata group, a member of the quinaria-tripunctata
section of Malogolowkin (1953) and Throckmorton
(1975). This group is composed of 64 species (Vilela and
Béchli, 2000) but its internal phylogeny has rarely been
tested, except by the morphological work of Frota-
Pessoa (1954) and the recent molecular analysis carried
out by Yotoko et al. (2003). According to Throckmorton
(1975), the tripunctata species group constitutes a para-
phyletic clade, situated in his ‘tripunctata radiation’
along with other species groups such as pallidipennis,
rubrifrons, sticta, macroptera, calloptera, cardini, and
guarani. Kastritsis (1969) suggested that some members
of the guarani group were phylogenetically closer to the
tripunctata group than to other members of its own
group, which has led to the subdivision of the former
guarani species group into the guarani and guaramunu
groups.

Conversely, the virilis-repleta section of the subgenus
Drosophila has been more widely considered in molecular
phylogenetic studies (Durando et al, 2000; Nurminsky
et al., 1996; Tatarenkov and Ayala, 2001) but still con-
tains a series of gaps concerning the relationships of
some of its groups. For example, the Andean meso-
phragmatica species group has not as yet had its essen-
tially conflicting inter-group relationships elucidated
(Durando et al., 2000; Remsen and O’Grady, 2002;
Tatarenkov and Ayala, 2001; Throckmorton, 1975).

Besides that, its internal subdivision has never been
studied using a molecular approach, the only phyloge-
netic studies to date having been based on morphologi-
cal (Nacrur, 1958), cytogenetic (Brncic et al., 1971) or
isozyme variations (Nair et al., 1971). Another example
is the fact that even though Throckmorton (1975)
questioned the exact derivation of the flavopilosa species
group no subsequent study has been carried out to
clarify this point.

Based on the considerations outlined above, this
study was principally designed to elucidate the phyloge-
netic relationships within and between Neotropical spe-
cies groups traditionally placed in the subgenus
Drosophila, i.e., the immigrans, tripunctata, cardini, gua-
rani, and guaramunu species groups included in the
quinaria-tripunctata section and the mesophragmatica
and flavopilosa species groups assembled in the wvirilis-
repleta section. Besides that, we also wished to shed
more light on some questions related to the monophyly
of the genus and subgenus Drosophila and on the taxo-
nomic status of some of their radiations. We also
addressed some questions concerning the correct posi-
tion of the taxa Zaprionus, Samoaia, Liodrosophila,
Hirtodrosophila, and Dorsilopha within the family Dros-
ophilidae. The molecular markers used in this study
were the a-methyldopa (Amd) nuclear gene sequence
and the mitochondrial cytochrome oxidase subunit 11
(COII) gene sequences, the partitions being used both
separately and combined. These markers were used
because they had previously proved to be informative at
this level of divergence (Tatarenkov and Ayala, 2001;
Tatarenkov et al., 2001; Yotoko et al., 2003). Combining
a nuclear and a mitochondrial gene is also a good
choice because these two types of data are unlinked and
evolving under different evolutionary constraints (Lin
and Danforth, 2004).

2. Materials and methods
2.1. Species

The Drosophilidae taxa used in this study (49 for
Amd, 71 for COII, and 41 in the combined analysis) as
well as their respective Amd and COII sequence Gen-
Bank accession numbers at National Center for Biotech-
nology Information (NCBI) site are given in Table 1,
where the new sequences obtained in this study are
underlined. The genus Scaptodrosophila was utilized as
outgroup because there is ample evidence that this is the
case with respect to the genus Drosophila (DeSalle, 1992;
Grimaldi, 1990; Kwiatowski et al., 1994, 1997; Kwiatowski
and Ayala, 1999; Pélandakis and Solignac, 1993; Russo
et al, 1995; Tatarenkov et al, 1999, 2001;
Throckmorton, 1975). Most of the focused groups have
a Neotropical restricted distribution.
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List of Drosophila species and other Drosophilidae used in this study, with their GenBank accession numbers for the Amd and COII sequences

Genus Section Group Species Amd Acc. Nos. COII Acc. Nos.
Drosophila quinaria- guarani D. ornatifions 1 AY699250 AY162977"
tripunctata
D. ornatifrons 2 — AY162978"
D. subbadia AY699251 AY847772
D. guaru — AY847763
guaramunu D. griseolineata AY 699257 AF478424"
D. maculifrons 1 — AY847766
D. maculifrons 2 — AY162979"
D. maculifrons 3 — AY162980"
tripunctata D. angustibucca® AY699248 AY162983"
D. angustibucca 2* AY699249 —
D. mediosignata — AY162985"
D. paraguayensis 1 — AY162986"
D. paraguayensis 2 — AY162987"
D. cuaso 1 — AY162984"
D. cuaso 2 — AY170441"
D. metzii — AY162992"
D. mediopunctata 1 AY 699254 AY162988"
D. mediopunctata 2 AY699255 AY162989"
D. crocina= AY 699252 AY847759
D. mediostriata (Vilela
and Béchli, 1990)
D. mediostriata AY 699253 AY847767
D. paramediostriata 1 — AY162995"
D. paramediostriata 2 — AY162996"
D. bandeirantorum 1 AY 699256 AY162990"
D. bandeirantorum 2 — AY162991"
D. tripunctata 1 AF293709% AF478432f
D. tripunctata 2 — AF519343#
D. mediopicta — AY847768
D. medioimpressa — AY162994h
cardini D. cardini 1 — AY162974"
D. cardini 2 — AF519319¢
D. cardinoides AY699258 AY162975"
D. neocardini AY 699260 AY847770
D. polymorpha AY 699259 AY162976"
pallidipennis D. pallidipennis 1 — AY162981"
D. pallidipennis 2 — AY162982"
calloptera D. calloptera — AF478419F
testacea D. putrida 1 AF293723% AF478431"
D. putrida 2 — AF519335¢8
quinaria D. quinaria — AF478428"
D. phalerata AF293721% AF147115¢
immigrans D. immigrans 1 AY699261 AF478424f
D. immigrans 2 AF293713% AY162993"
D. immigrans 3 — AF519324#
funebris D. funebris AF293709* AF478422f
virilis-repleta mesophragmatica D. gasiciAR AY 699239 AY 847760
D. gasiciCA AY699240 AY847761
D. gasiciCO AY699241 AY847762
D. brncici AY699238 AY847757
D. mesophragmatica AY 699242 AY847769
D. gaucha AF324955° AF478423"
D. pavani AY699245 AY847771
D. viracochi AY 699244 AY847773
repleta D. hydei AF293712% AF478429"
D. eohydei — AF145889¢
D. nigrohydei — AF 1458901
D. buzzatii AF324947° AF146169°
D. borborema — AF146171°
D. serido — AF146173°
D. mercatorum AF324957° —

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Genus Subgenus Section Group Species Amd Acc. Nos. COII Acc. Nos.
dreyfusi D. camargoi AF324951° AF478421"
canalinea D. canalinea AF324952° —
Sflavopilosa D. cestri AY699246 AY847758

D. incompta AY699247 AY847764
annulimana D. aracatacas® AF324949° AY847756
virilis D. virilis AF293729% —
robusta D. robusta AF293724% —
nannoptera D. nannoptera AF324959° AF478425"

Sophophora melanogaster D. simulans 1 AY699262 AF474082°¢

D. simulans 2 AF293726% —

D. erecta AF293708* —

D. yakuba — X03240*
obscura D. pseudoobscura AF293722% —

Dorsilopha D. busckii AF293707* AF519347¢

Hirtodrosophila H. pictiventris AF293711% AF478434

Liodrosophila L. aerea AF293715% AF478435"

Samoaia S. leonensis AF293725% AF478438"

Zaprionus Z. indianus AY 699263 AY847774

Z. tuberculatus AF293731% AF478440"

Scaptodrosophila S. latifasciaeformis AY699264 AY847765

(1) The classification proposed by Grimaldi (1990) was followed in this paper. (2) More than one Drosophila population was sampled for some of the
species listed. This is illustrated by the three D. gasici lineages, where population AR was from Arica (Chile), population CA was from Cochabamba
(Bolivia), and population CO was from Bogota (Colombia). For the other species the different populations are demarcated by different terminal num-
bers. (3) Only the species listed in boldface were included on the simultaneous analysis. (4) The sequences newly obtained in this study are underlined.

A
B

Species recently redefined as D. nappae by Vilela et al. (2004).

o ®

COII sequences from Spicer and Jaenike (1996).
COII sequences from Spicer and Pitnick (1996).
COII sequences from O’Grady and Kidwell (2002).
COII sequences from Remsen and O’Grady (2002).
COII sequences from Perlam et al. (2003).

COII sequences from Yotoko et al. (2003).

o o o

EAC)

2.2. DNA manipulation

The total DNA of each of the isolineages established
was extracted according to the protocol described by
Jowett (1986), with some modifications. The degenerate
Amd-un2 and Amd-bw primers (Tatarenkov et al., 2001)
were used to amplify a variable length fragment of the
Amd gene (Fig. 1A) while the TL2-J-3037 and TK-N-
3785 primers (Simon et al., 1994) were used to amplify
a 684-base pair (bp) fragment of the COII gene (Fig.
1B). In each case the final components of the 50 ul reac-
tion mixture were: 5 pl reaction buffer, 2.5 mM MgCl,,
0.25mM of each dNTP, 20 pmol of each primer, 1 U of
Tagq Polymerase (all from Invitrogen), and 100ng
DNA. The Amd amplification parameters varied
according to the group under study, following local
optimization criteria, while the COII amplification
parameters were more or less constant: denaturation at
94 °C for 7min, followed by 35 cycles of denaturation
for 1 min at 94 °C, annealing for 1 min at 55°C, and
extension for 75s at 72°C, after which the reaction
mixture was additionally held at 72°C for Smin to
complete the extension. The Amd amplicons obtained

For COII the annulimana species group was represented by D. annulimana.
Amd sequences from Tatarenkov et al. (2001) and COII sequences from Clary et al. (1982).
Amd sequences from Tatarenkov and Ayala (2001) and COII sequences from Spicer (1995).

/Amd-bw

A md—uni

1B Precursor RNA

! E—

IA Precursor RNA

B TL2-J-3037
N

) T —|

<
TK-N-3785

Fig. 1. Genomic maps for the Amd and COII genes. The arrows denote
exons and the clear gray rectangles represent the introns. (A) The
Amd-un2 and Amd-bw primers were used to amplify a region of the
Amd gene encompassing 92 bp (of 471 bp) from the third exon, 991 bp
(of 1316 bp) from the fourth exon, and a variable length intron. This
gene gives rise to two different precursor RNAs (indicated by the dark
gray rectangles below its genomic region) which code for the two Amd
isoforms. Note that for the B isoform the third exon is spliced off
(Adams et al., 2000). (B) The TL2-J-3037 primer anneals to the tRNA-
Leu coding region while the TK-N-3785 primer anneals to the tRNA-
Lys coding regions (both indicated by the gray arrows), these two
primers being used to amplify the entire 684 bp coding region of the
COII gene.
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were separated on 0.8% agarose gel and fragments of
the expected size were excised and purified using the
Qiaquick DNA-Gel Extraction System (Qiagen),
according to the supplier’s specifications. The more
specific COII amplicons were directly purified by incu-
bation at 37°C for 30min with exonuclease I and
shrimp alkaline phosphatase (SAP) (both from Amer-
sham) followed by a 15 min inactivation step at 80 °C.
DNA sequencing was performed directly using the
purified amplicons and a MegaBACE 500 automatic
sequencer. The dideoxy chain-termination reaction was
implemented using the DYEnamic ET (Amersham) kit
and the Amd-bw primer for Amd and the TL2-J-3034 or
TK-N-3785 primers for COIL

2.3. Phylogenetic analysis

The nucleotide sequences had their identity initially
confirmed using the BlastN program available at the
NCBI site. Inspection and correction of automated
sequences were subsequently accomplished using the
Staden Package Gap 4 program (Staden, 1996), where-
from a confidence consensus sequence was obtained for
each taxon. These sequences were aligned using the
ClustalX 1.81 program (Jeanmougin et al., 1998) accord-
ing to the system default parameters. This alignment was
subjected to a saturation test using the DAMBE pro-
gram (Xia and Xie, 2001) and to a permutation test
probability (PTP) performed on PAUP 4.0b10
(Swofford, 2003).

The individual and combined phylogenetic analyses
were executed using four main methods: (1) neighbor
joining (NJ) (Saitou and Nei, 1987) using MEGA 2.1
(Kumar et al., 2001); (2) maximum parsimony (MP)
using an heuristic search with 100 replicates of random
addition of taxa performed using the equal weight crite-
ria as contained in PAUP 4.0b10; (3) maximum likeli-
hood (ML) using PAUP 4.0b10 following the model
proposed by the Akaike information criterion (AIC) test
(Akaike, 1974) executed using the ModelTest program
(Posada and Crandall, 1998); (4) Bayesian analysis per-
formed using the MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck and
Ronquist, 2001) according to the model proposed by the
ModelTest, with the evaluation of at least 1,000,000 gen-
erations and a ‘burn-in’ region of 2000 trees. The confi-
dence values of each clade for the first three analyses
were measured by the bootstrap test (Felsenstein, 1985)
with 1000 replications (except for the ML analysis,
where only 500 replications were considered). For the
Bayesian analysis the posterior probability of each clade
on the 50% majority rule consensus tree was calculated
(Hall, 2001). Alternative topologies were compared
using the Templeton test (Templeton, 1983) performed
under the parsimony criteria and Shimodaira—Hasegawa
test (Shimodaira and Hasegawa, 1999) performed under
the likelihood criteria.

To test for congruence between the two data parti-
tions, 1000 replicates of the partition homogeneity
(PHT) test (essentially the incongruence length differ-
ence (ILD) test of Farris et al., 1994, 1995), as contained
in PAUP 4.0b10, were applied. The partition Bremer
support (PBS) scores method (Baker et al., 1998; Bremer,
1988, 1994) was also used to measure the amount of
support provided by Amd and COII to each node on the
total evidence phylogeny. These PBS values were
calculated wusing PAUP 4.0bl0 and TreeRot.v2
(Sorenson, 1999) and then standardized by dividing the
total Bremer support of each gene by the minimum num-
ber of steps for that gene (Durando et al., 2000).

The Bayesian framework and the ModelTest results
were also used for investigating and characterizing the
substitution patterns in our two datasets.

3. Results and discussion
3.1. Individual analysis of the Amd gene

The multiple alignment of the 49 sequences of the
Amd gene displayed 264 (of 516 bp) variable sites, of
which 237 were parsimoniously informative. The aver-
age transition/transversion ratio was 1.3, i.e., more than
2.5 times the value expected considering a random sub-
stitution distribution. The general frequencies of the four
nucleotides T, C, A, and G were, respectively, 25.2, 24.3,
20.8, and 29.8. This slight bias toward the G + C content
increased when only the third codon positions were con-
sidered, reaching a threshold of 754 in Drosophila
griseolineata. A saturation test (Fig. 2A), performed in
order to evaluate the phylogenetic information pre-
sented by the sequences (Schneider, 2003), revealed that
in most cases both transitions and transversions
remained informative. But a portion of the curve for
transitions appears to become partially saturated above
the 16% divergence value, indicating the occurrence of
multiple substitutions and homoplasy in this mutation
class. As the transitions always remained higher than
transversions, instead of simply ruling out those substi-
tutions, we decided to use more complex evolutionary
models which could account for multiple substitutions
and homoplasy as well as for the transition/transversion
ratio and the G + C content.

The Tamura 3-Parameter (Tamura, 1992) model was
chosen for the NJ analysis. In this case, the distances
obtained varied from 0.00 (for same species populations)
to 0.345 (between D. pseudoobscura and S. leonensis)
with a mean of 0.227. As in most comparisons the
assigned values did not exceed the 0.30 threshold (sug-
gested by Russo (2001) as the limit above which the
differences are excessively underestimated), we chose not
to use the amino acid sequences. The general time revers-
ible (GTR) model using the ratio of invariable sites (I)
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Fig. 2. Graphs showing: (A) Amd transition (s) and transversion (v) rates plotted against the JC distances (Jukes and Cantor, 1969) for different
Drosophilidae species; (B) distribution of the scores of the randomly generated maximum parsimony (MP) trees constructed using Amd sequences.

The score of the most parsimonious Amd tree was 1730.

and the gamma distribution of the variable sites (G) was
the model indicated by the AIC test for likelihood analy-
ses. For the MP analysis the length of the best tree (1730)
laid well outside the scores presented by the permutated
data (Fig. 2B) in the PTP test (»p =0.0001), attesting to
the strong Amd phylogenetic signal. This tree presented a
consistency index (ci) of 0.287 and a retention index (ri)
of 0.582.

Bayesian analysis constructed 1,000,000 trees of
which 6696 different trees were finally considered in the
construction of the consensus tree (Fig. 3) as well as in
the estimation of the posterior probabilities of each
clade. The phylogenies obtained by the other methods
yielded essentially similar results, since both the Temple-
ton and the Shimodaira—Hasegawa tests detected no sta-
tistically significant differences between any of them. It
was particularly interesting to see that our Bayesian
topology performed better than the ML one under the
likelihood criterion of the Shimodaira—Hasegawa test,
although this difference was not statistically significant
(p=0.572). As compared with the 44 clades of the Bayes-
ian tree the ML tree was 91% similar (40 out of 44
clades), the MP tree 82% similar (36 out of 44 clades),
and the NJ tree 79% similar (35 out of 44 clades) (data
not shown). So it appears that although some clusterings
differ among the different trees (particularly those of
more inclusive levels, especially within the immigrans-
Hirtodrosophila radiation) there are only a few divergent
clades among them. This reiteration among different
inference methods can be taken as an indication of the
strong internal consistency and congruency of the data.

When Scaptodrosophila latifasciaeformis was used as
the outgroup the subgenus Sophophora appeared at the
base of the genus Drosophila phylogeny, where it was
preceded only by the subgenus Dorsilopha (Fig. 3), here
represented by D. busckii, which composed a basal poly-
tomy with S. latifasciaeformis. This early offshoot of the
subgenus Sophophora agrees with a series of previous
studies (Kwiatowski and Ayala, 1999; Remsen and

O’Grady, 2002; Russo et al., 1995; Tatarenkov et al,
1999, 2001; Throckmorton, 1975) but contrasts with the
findings of Grimaldi (1990) and DeSalle (1992). On the
other hand, the basal position of Dorsilopha was
unexpected because most studies have placed this
subgenus among the derived clades inside the genus
Drosophila (Grimaldi, 1990; Kwiatowski and Ayala,
1999; Tatarenkov et al., 1999, 2001; Throckmorton,
1975).

The subgenus Drosophila was the next to branch off
and appeared to be phylogenetically closer to other Dros-
ophilidae genera (Zaprionus, Samoaia, Hirtodrosophila,
and Liodrosophila) than to the subgenus Sophophora. The
subgenus Drosophila was also paraphyletically defined
with respect to these taxa, which at least partially agrees
with other published work (Kwiatowski and Ayala, 1999;
Tatarenkov et al., 1999, 2001; Throckmorton, 1975;
Yotoko et al., 2003). In contrast with these, Remsen and
O’Grady (2002) presented Hirtodrosophila, Samoaia, and
Liodrosophila as basal clades within Drosophilidae, a
result that is also supported by Grimaldi’s analysis
(Grimaldi, 1990), where Zaprionus also appeared as sister
to a monophyletic Drosophila genus.

The subgenus Drosophila was further subdivided
into two main clades, one composed of members of the
virilis-repleta radiation with a constitution essentially
similar to that presented by Throckmorton (1975)
and another composed of the traditional immigrans-
Hirtodrosophila radiation of Throckmorton (1975)
plus the species L. aerea and D. funebris. Nevertheless
only the virilis-repleta cluster presented good support
values (1.00).

As regards the virilis-repleta radiation, the confirma-
tion of the mesophragmatica group monophyly is
important given its high confidence (support
value =1.00). This group was internally subdivided into
three main clades, one consisting of D. gasici, D. brncici,
and D. mesophragmatica, another composed of the
sibling species D. pavani and D. gaucha and a third basal
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Fig. 3. The Amd consensus phylogeny obtained using Bayesian analysis and the GTR + 1 + G model as proposed by the AIC test for the 49 nucleotide
sequences. The posterior probability of each clade is indicated beside its respective internal branch.
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and monotypic clade containing D. wviracochi. Such
grouping is widely consistent with the subgroups
obtained by Brncic et al. (1971) through cytogenetic
analysis, as is also the case for the paraphyly of D. gasici,
which was probably due to high ancestral polymor-
phism. The repleta group was the mesophragmatica
group sister-clade, which partially agrees with some pre-
vious published work (Durando et al., 2000; Tatarenkov
and Ayala, 2001) but which is at variance with the find-
ings of Throckmorton (1975) and Remsen and O’Grady
(2002). To this mesophragmaticalrepleta clade it follows
the basal branching of D. camargoi (dreyfusi group) and
D. canalinea (canalinea group), defining a monophyletic
repleta radiation as previously also detected by Tataren-
kov and Ayala (2001). Unexpectedly, the clade formed
by the flavopilosa species group and D. aracatacas
(annulimana species group) clustered as the sister-clade
of the repleta radiation. Throckmorton (1975) placed
these groups as basal to the other virilis-repleta radiation
members but they occupy a more derived position in this
work. D. nannoptera (nannoptera group) and a clade
made up of D. virilis (virilis group) and D. robusta
(robusta group) were actually the first split inside the
virilis-repleta radiation, although the first of these
branching-points was only weakly supported (support
value = 0.62).

Within the immigrans-Hirtodrosophila radiation the
genus Zaprionus (support value =0.35) as well as the spe-
cies S. leonensis (0.31), H. pictiventris (0.81), and L. aerea
(0.54) constitute the early offshoot, although the values in
parentheses show that the statistical support for this was
low. The next to branch off was D. immigrans (immigrans
group), another taxon indicated by Throckmorton as
composing the basis of this radiation, which is followed
by D. phalerata (quinaria group) and by the clade joining
D. putrida (testacea group) and D. funebris (funebris
group). This last group, together with Liodrosophila, was
proposed by Throckmorton (1975) as being basal as
compared to the virilis-repleta and immigrans-Hirtodros-
ophila radiations, but this was not confirmed either by
our work or by other published studies (Remsen and
O’Grady, 2002; Tatarenkov et al.,, 2001; Yotoko et al,,
2003), especially concerning the position of D. funebris.
Remaining inside this major clade representing the
immigrans-Hirtodrosophila radiation there was a mono-
phyletic tripunctata radiation composed of a tripunctata
group entirely paraphyletic in respect to the cardini,
guarani, and guaramunu species groups (support
value =0.84). This paraphyly of the tripunctata group
has previously been noted by several other workers
(Frota-Pessoa, 1954; Throckmorton, 1975; Yotoko et al.,
2003), although Yotoko et al. (2003) pointed out that the
tripunctata radiation was also paraphyletic concerning
the funebris and testacea species groups, i.e., the clades
which make up the tripunctata radiation sister-group in
our present study.

It was possible to subdivide the tripunctata radiation
cluster into five main clades which we list here in an
ascending order beginning with the most primitive:
monotypic clade 1 containing D. angustibucca a member
of tripunctata group subgroup 1 (Frota-Pessoa, 1954);
clade 2 presenting a monophyletic cardini group whose
internal composition agrees with the clusters proposed
for the cardini subgroup by Heed and Russel (1971);
clade 3 containing the two guarani group species,
D. ornatifrons and D. subbadia; clade 4 made up of the
guaramunu group species D. griseolineata along with
D. mediostriata (synonym D. crocina, according to Vilela
and Bichli, 1990) which is a member of subgroup III of
the tripunctata group; clade 5 containing three members
of the tripunctata group, D. mediopunctata (subgroup II),
D. bandeirantorum (subgroup III), and D. tripunctata
(subgroup 1V). The relationships between the five clus-
ters described above present a good overall resolution
for the Bayesian tree, although for the remainder analy-
sis performed the bootstrap values obtained for them
were generally very low (results not shown). As can be
seen by the arrangement of the subgroups and groups
above, it was not generally possible to detect similarities
between the morphological groupings obtained by
Frota-Pessoa (1954) and the internal composition of the
tripunctata radiation cluster presented here.

3.2. Individual analysis of the COII gene

For the COII gene the multiple alignment of the 71
sequences showed 330 (of 672 bp) variable sites of which
241 were parsimoniously informative. The medium tran-
sition/transversion ratio was 1.0 but this increased to 6.5
when only first codon positions were considered. The
frequencies of the four nucleotides T, C, A, and G were
also significantly biased, presenting an average of 39.9,
14.2, 32.4, and 13.5, respectively. This bias toward A+ T
content increased even more when only the third codon
positions were maintained reaching an average of 90.6.
The saturation test (Fig. 4A) revealed that, in contrast to
our results for the Amd gene, the transition/transversion
ratios for COII decreased significantly with the increas-
ing of the distance, a clear sign of fast saturation of tran-
sitional substitutions due to the strong biases in both
base composition and substitution patterns. However,
because we wanted to solve some important questions at
the intra-group level where this mutation class remains
informative we decided to adopt an equal weight strat-
egy inside a complex evolutionary model.

The Tamura—Nei model (Tamura and Nei, 1993) with
a gamma distribution was chosen here for the NJ analy-
sis. In this case, all the distances obtained varied from
0.00 (for populations of the same species but also
between D. brncici, D. gasiciAR, and D. gasiciCO) to
0.247 (between D. nannoptera and D. mediopunctata),
with a mean of 0.15. The AIC test indicated that the
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Fig. 4. Graphs showing: (A) COII transition (s) and transversion (v) rates plotted against the JC distances (Jukes and Cantor, 1969) for different
Drosophilidae species; (B) distribution of the scores of the randomly generated MP trees constructed using COII sequences. The score of the most

parsimonious COII tree was 1937.

GTR + 1+ G model was again the best for the likelihood
analyses. The MP analysis produced a best tree whose
length (1937) laid outside the scores presented by the
permutated data (Fig. 4B) in the PTP test (p =0.0001),
which also attested to the strong COII phylogenetic
signal. This tree presented a ci of 0.256 and a ri of 0.568.

The Bayesian analysis for COII evaluated 2,000,000
generations from which 15,243 different trees were used
to construct the 50% majority rule consensus tree
(Fig. 5). The phylogeny constructed by the ML method
was 87.5% similar to the Bayesian tree, but only 59% of
the Bayesian tree clades were also supported by the MP
analysis (38 out of 64) and 64% by the NJ analysis (41
out of 64). The Templeton test performed under a
parsimony criterion regarded the MP hypothesis as sig-
nificantly better than the others, while the Shimodaira—
Hasegawa test performed under a likelihood criterion
detected no significant differences between the trees. In
general, those clusters involving inter-species relation-
ships among members of the immigrans-tripunctata
radiation were the major source of this inconsistency,
these clades also being only weakly supported by the
Bayesian posterior probabilities.

As the COII gene is a rapidly evolving mitochondrial
locus it produced some unexpected results at the species
group-level analysis (Fig. 5). This is the case, for exam-
ple, for the polyphyletic repleta group and for the “float-
ing” placement of D. nannoptera, D. simulans, and
D. yakuba, probably led by the phenomenon of long
branch attraction, given the high saturation presented by
this gene. The COII gene was also unable to detect the
monophyly of either the flavopilosa group or the repletal
virilis-repleta radiations, although it presented a mono-
phyletic mesophragmatica group, whose sister-group
relationship with the annulimana group was not previ-
ously reported. The mesophragmatica group internal
branching pattern was different from that obtained by
Amd in that D. viracochi clustered with D. brncici,
D. gasici, and D. mesophragmatica instead of being the

early offshoot inside its group. This result also disagrees
with the studies of Nacrur (1958) and Brncic et al. (1971)
but it is very similar to the relationships presented by
Nair et al. (1971) using isozyme variation analysis,
except that our study branched D. mesophragmatica ear-
lier than D. viracochi.

The most derived part of the COII tree again con-
sisted of representatives of the immigrans-Hirtodroso-
phila radiation plus D. funebris and L. aerea, whose most
general constitution was similar to that presented by
Amd. The branching pattern among the subgenus Dor-
silopha and the genera Hirtodrosophila, Samoaia, Liodr-
osophila, and Zaprionus remained obscure, given its
weak confidence values, but these taxa appeared to be
the early offshoot inside that major clade, leaving, again,
the genus and subgenus Drosophila entirely paraphyletic.
After these splitting, all the remaining species belonged
to the subgenus Drosophila (support value =0.54) but
their branching pattern was also somewhat confusing.
We found that the funebris and quinaria groups split off
first, leaving a clade containing species of the tripunctata
radiation plus D. nannoptera, D. immigrans (immigrans
group), and D. putrida (testacea group) with a very weak
confidence value (0.21). Thus, in contrast to the results
produced with the Amd gene, the tripunctata radiation
was here paraphyletic concerning these three species, a
result that agrees with the findings of Yotoko et al
(2003).

Inside this major cluster that composes the immig-
rans-Hirtodrosophila radiation there were six main
clades, but their external relationships do not have any
statistical support. These clades are listed below in an
ascendant order, beginning with the most primitive one:

e Clade 1 grouped D. immigrans, D. pallidipennis, and
D. nannoptera (support value = 0.28) presenting them
as basal inside the tripunctata radiation. This com-
poses the sister-clade of a paraphyletic tripunctata
group, presented on the remaining clades.
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Fig. 5. The COII consensus phylogeny obtained using Bayesian analysis and the GTR + 1+ G model, as proposed by the AIC test for the 71
nucleotide sequences. The posterior probability of each clade is indicated beside its respective internal branch.
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e Clade 2, partially congruent with Yotoko et al. (2003),
grouped a monophyletic guaramunu group with
D. paramediostriata, a member of subgroup III of the
tripunctata group (Frota-Pessoa, 1954) (support
value =0.99) and these with D. calloptera (calloptera
group) (support value=0.34). D. angustibucca (tri-
punctata group, subgroup I) constituted the early
offshoot inside this clade (support value = 0.34).

e Clade 3 presented the cluster of D. putrida (testacea
group), D. tripunctata (tripunctata group, subgroup
IV), and D. medioimpressa (tripunctata group, sub-
group II) (support value=0.17) as the sister-clade of
a monophyletic cardini group (support value =0.88),
with a confidence value of 0.15. The cardini group had
internal relationships which entirely conflicted with
that presented by Heed and Russel (1971) and by our
individual analysis of the Amd gene because COII
clustered D. neocardini with D. cardinoides and
D. cardini, leaving D. polymorpha on a separate
branch (probability of 0.56).

e Clade 4 showed better support values joining only
species of the tripunctata group. It presented D. medi-
opicta (subgroup III) as the sister of a cluster previ-
ously reported by Yotoko et al. (2003) that grouped
D. paraguayensis and D. mediosignata (subgroup II)
with D. cuaso (subgroup II) and D. metzii (subgroup
IV). Bichli et al. (2000) described D. paraguayensis,
D. mediosignata, and D. cuaso as three cryptic species.

e Clade 5 was also produced by the Amd analysis and
clustered two representatives of the tripunctata group,
D. mediopunctata (subgroup I1) and D. bandeiranto-
rum (subgroup IIT), but with no statistical support
(support value =0.33).

e Clade 6, again with a low support value (0.56), pro-
duced a new result by presenting D. mediostriata
(tripunctata group, subgroup III) as the sister spe-
cies of a monophyletic guarani group which
clustered D. guaru with D. subbadia and these with
D. ornatifrons (support value = 1.00).

3.3. Simultaneous analysis of Amd and COII

The PHT test performed to evaluate the congruence
between the Amd and COII data partitions detected a
significant conflict between these two datasets, as indi-
cated by the p value obtained (0.001). Even so we
decided to combine the two partitions, since that
previous analyses made by Remsen and DeSalle (1998)
and Remsen and O’Grady (2002) showed that
interesting results can be produced from simultaneous
analysis even if the constituent data partitions display
heterogeneity.

For this new dataset we included only the 41 taxa
for which the two gene sequences were available. The
total number of characters analyzed was 1188 bp (516
from Amd and 672 from COII). The Tamura—Nei

model with a gamma distribution was again chosen for
the NJ analysis and the GTR + 1+ G model was again
indicated by the AIC test for use in the likelihood
analyses.

Bayesian analysis evaluated 2,000,000 generations
from which 4111 different trees were considered in the
production of the consensus tree (Fig. 6). The low num-
ber of different trees obtained is a good indicator that
the ‘top of the hill’ was reached. Bayesian analysis
again performed better than the ML one under the
likelihood criterion of the Shimodaira-Hasegawa test,
although the difference was not statistically significant
(p =0.683). The phylogenies achieved by the other
methods were also overall very similar to the Bayesian
topology, since neither the Templeton test nor the Shi-
modaira-Hasegawa test detected significant differences
between them. Table 2 presents the confidence values
for the Bayesian clades numbered in Fig. 6 under the
different phylogenetic reconstruction methods. In gen-
eral, although many of the clusters were not statisti-
cally significant (particularly those of more inclusive
level) there were only a few divergent clades among the
different trees, most of which again referred to the
immigrans-Hirtodrosophila inter-group relationships.
Nevertheless, the reinforcement of results obtained by
different inference methods can be taken as an indica-
tion of the strong internal consistency and congruency
of the data overall.

As with the Amd analysis, following the separation of
S. latifasciaeformis and D. busckii, D. simulans emerged
as the sister-clade of all the remaining Drosophilidae
species (Fig. 6). This early offshoot of the subgenus Sop/-
ophora left a paraphyletic subgenus Drosophila, phyloge-
netically closer to the genera Hirtodrosophila, Samoaia,
Zaprionus, and Liodrosophila than to the subgenus Soph-
ophora. Our total evidence tree therefore clearly showed
a well-supported (probability of 0.97) paraphyletic sub-
genus Drosophila in accordance with the Amd data and
several studies by other authors (Kwiatowski and Ayala,
1999; Remsen and O’Grady, 2002; Russo et al., 1995;
Tatarenkov et al., 1999, 2001; Thomas and Hunt, 1993;
Throckmorton, 1975; Yotoko et al., 2003).

There was also strong support for the immigrans-Hir-
todrosophila (support value=0.85) and virilis-repleta
(support value=0.96) radiations within the subgenus
Drosophila, although the first of these clusters did not
display the same composition as that presented by
Throckmorton (1975) because of the inclusion of
D. funebris and L. aerea. This last result was also noted
by Tatarenkov et al. (2001) concerning the two species
and by Remsen and O’Grady (2002) and Yotoko et al.
(2003) concerning only D. funebris. The virilis-repleta
radiation branching pattern was extremely similar to
that obtained with the Amd gene individual analysis.

In the major immigrans-tripunctata radiation cluster,
a clade joining the two Zaprionus species with L. aerea
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Fig. 6. Total evidence consensus phylogeny obtained using Bayesian analysis and the GTR + I + G model, as proposed by the AIC test for the 41
nucleotide sequences. The posterior probability of each clade is indicated beside its respective internal branch. At the front of the internal branches
there is an arbitrarily defined number representing the clade that follows and which can be used to interpret Tables 2 and 3.
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Table 2

Bootstrap values presented for each of the clades shown in Fig. 6 by
the trees constructed using different phylogenetic reconstruction
methods

Clade Phylogenetic reconstruction method
NJ MP ML
1 100 100 100
2 100 100 100
3 100 100 100
4 77 91 93
5 42 33 —
6 100 100 100
7 — — 27
8 100 98 99
9 99 98 100
10 100 100 99
11 98 96 98
12 100 97 98
13 — — —
14 38 38 49
15 99 99 99
16 — — —
17 100 100 100
18 58 61 53
19 — — —
20 40 17 29
21 — 52 71
22 11 — 18
23 100 100 99
24 — — 16
25 70 48 65
26 36 39 22
27 50 40 63
28 27 39 48
29 83 50 71
30 50 57 55
31 67 26 45
32 37 35 44
33 — — —
34 — — 11
35 — — 18
36 32 37 36

constituted an early split (support value =0.73), fol-
lowed by the clade grouping H. pictiventris and S. leon-
ensis  (support value=0.99). These species also
constituted the early offshoot of the immigrans-Hirtodr-
osophila radiation in our individual Amd and COII
analyses. Similar results have also been reported by
Throckmorton (1975), by Remsen and DeSalle (1998)
nuclear combined analysis for Zaprionus and Hirtodros-
ophila, by Tatarenkov et al. (2001) for Liodrosophila,
Zaprionus, and Samoaia, and by Yotoko et al. (2003) for
Zaprionus only. Other studies, however, have pointed to
these genera as being outgroups for all Drosophila sub-
genera other than Sophophora (Russo et al., 1995;
Tatarenkov et al., 1999) and even as the outgroups to
the genus Drosophila (Grimaldi, 1990; DeSalle, 1992
concerning Zaprionus and Hirtodrosophila; Remsen and
O’Grady, 2002 concerning Samoaia and Hirtodroso-
phila; Yotoko et al., 2003 concerning Hirtodrosophila).

Therefore, more studies are necessary in order to reach
a more reliable phylogeny.

After the separation of these taxa, all the remaining
species belong to the subgenus Drosophila. In this com-
bined analysis, the basal split order was essentially
similar to that of the individual Amd analysis, with
D. immigrans branching off first followed by
D. phalerata and by the D. putridalD. funebris clade. In
this analysis the tripunctata radiation was also mono-
phyletic and had a good confidence value (0.85).

The tripunctata radiation cluster produced by our
total evidence data was subdivided into four main
clades, whose differences with those clades obtained
individually by Amd referred to the internal composi-
tion of the cardini group, which more closely resem-
bled that obtained with COII analysis, and the
placement of the guarani clade inside the clustering of
D. griseolineata and D. mediostriata, although with a
low support value (0.37). This D. mediostriatalguarani/
D. griseolineata cluster can be assigned to the mixture
of the COII gene information joining D. mediostriata
with the guarani group and the Amd gene signal group-
ing D. mediostriata with D. griseolineata. The branch-
ing order and inter-clade relationships nevertheless
remained essentially similar to that found for Amd
individually.

To assess the relative contribution of the two gene
regions to our simultaneous analysis (SA) hypothesis the
PBS scores for each gene on each node were calculated.
This test only confirmed the pattern described above, i.e.,
the Amd gene provided almost twice the COII support
and contributed much more to our simultaneous analy-
sis (Table 3). The breakdown of the PBS values also indi-
cated substantial conflict between these two partitions,
because 11 of the 36 nodes resolved in our SA consensus
tree had conflicting PBS values. This pattern may have
been the result of either differences in internal homo-
plasy within each gene or conflicting signals between the
genes.

The different MP and Bayesian topologies inferred
using the three distinct datasets (reduced by the num-
ber of superposed taxa) were also statistically tested
among each other by the Templeton and Shimodaira—
Hasegawa tests. Overall, the Amd gene data did not
reject the SA trees while the COII topologies were sta-
tistically worse than the former under all tests per-
formed. Otherwise, the Amd and SA trees were
significantly rejected by the COII partition. Under the
combined dataset only the COII topologies were sig-
nificantly rejected by both tests, while the 4md topolo-
gies were not statistically different from the SA
topologies. Therefore, the phylogenetic trees based on
the COII gene were again very inconsistent with those
based on the Amd gene and on the combined dataset,
but, overall, the Amd and SA topologies appear not to
have been significantly different.
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Table 3

Partitioned Bremer support (PBS) scores across the simultaneous
analysis Bayesian tree for each gene partition in each of the clades pre-
sented in Fig. 6

Clade Amd coll
1 20.2 24.8
2 15 12

3 12 18
4 -2 10

5 0 3

6 14.2 31.8
7 0 0

8 15.7 33
9 6 0
10 5 11
11 15.7 -1.7
12 14 —4
13 0 0
14 1 -1
15 8 3
16 0 0
17 2 15
18 1.6 44
19 0 0
20 1 -1
21 1.6 0.4
22 0 0
23 8 4
24 0 0
25 11 -7
26 33 1.7
27 11 -7
28 -2 7
29 19 —13
30 7 0
31 0 0
32 -3 8
33 0 0
34 0 0
35 0 0
36 5.7 -0.7
Total PBS 191 122
Min steps 497 496
Total PBS/Min steps® 0.38 0.24

4 PBS values summed across the tree and standardized by the
minimum number of steps for each partition.

3.4. Amd and COII molecular evolution patterns

Given the detected conflict between the Amd and
COII partitions, it is important to identify the source of
this disagreement. By using the Modeltest results and
performing Bayesian analysis using the GTR + site-spe-
cific rates (SSR) model it was possible to quantitatively
compare the substitution patterns presented by the
nuclear Amd and the mitochondrial COII genes. It is
well known that nuclear genes generally evolve more
slowly than mitochondrial genes, making them better
markers for deep divergences (Simon et al., 1994). How-
ever, when we consider our data alone this pattern is not
seen because the relative rate presented by Amd (1.11)

was somewhat greater than that presented by COII
(0.91). A better understanding of rate variation can be
obtained by looking at the rates among codon positions
within genes, from which it can be seen that the first, sec-
ond, and third codon positions of the Amd gene evolved
faster than the COII codon positions (Fig. 7A). Indeed,
this pattern could already be expected because the
median distance values obtained for Amd (0.227) were
greater than those for COII (0.15). It should not be for-
gotten, however, that these results could be a by-product
of the saturation presented by our mitochondrial gene.

It was previously seen that the COII gene showed
greater base compositional bias than the 4Amd gene, but
other patterns of nucleotide substitution, such as the Q
matrix of transformation, may also be important. The
instantaneous rate matrix for COIIl was more asymmet-
rical relative to that presented by Amd and was also
more skewed towards one type of change over another
(Fig. 7B), although in both cases there was a higher over-
all rate of transitions. Another contrasting point that
can be seen in Fig. 7B is that while the Amd nuclear gene
showed very similar overall rates of transversions, the
COII mitochondrial dataset had a rate of CG transver-
sions which was almost 14 times higher than the rate of
AT transversions. The obvious consequence of this
highly skewed transformation rate matrix is greater
levels of homoplasy, which are not easily corrected for.

Another parameter that often differs between nuclear
and mitochondrial genes is the shape of the gamma dis-
tribution, as given by the o value, describing the among-
site rate variation. As can be seen from Fig. 7C, the Amd
gene showed a more homogeneous pattern of among-
site rate variation as compared to the COII gene, which
had lower o values. The Amd gene also presented a
higher proportion of invariable sites (Pi values), a
parameter which is positively correlated with o in coding
regions according to Lin and Danforth (2004). These
authors also showed a positive correlation between o
and ci, the consistency index, which suggest that data
partitions with more heterogeneous substitution rates
show a higher level of homoplasy. This correlation was
also detected by us, with the Amd gene having a higher ci
value (0.287) than the COII gene (0.256).

The combination of all these factors may together
explain the overall poor performance of the mitochon-
drial COII gene relative to the nuclear Amd gene, given
that all these properties should lead to high levels of
homoplasy and, therefore, saturation. The choice of
complex models that account for these biased substitu-
tion patterns appeared not to solve this problem.

4. Conclusion

Our study reinforces the work previously published by
Goto and Kimura (2001) and Lin and Danforth (2004) in
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Fig. 7. The Amd and COII nucleotide substitution patterns: (A) relative rates of nucleotide substitution based on the GTR + SSR model, with sites
partitioned by gene and by codon position; (B) Amd and COII transformation rate matrices obtained with AIC test performed on ModelTest; (C)
Amd and COII gamma shape and proportion of invariable sites (Pi) obtained with AIC Test.

that it shows that nuclear genes have a slight advantage
over mitochondrial genes when used for phylogenetic
analyses, especially these of more inclusive levels. The
Amd gene had higher consistency index (ci) values and
almost twice the partition Bremer support (PBS) scores
as compared to the COII gene. The partition homogene-
ity test (PHT) revealed significant incongruence between
Amd and COII and the Templeton and the Shimodaira—
Hasegawa tests indicated that the maximum parsimony
(MP) and the Bayesian trees (the two types of trees
tested) constructed using the COII gene were signifi-
cantly rejected by the Amd and the combined dataset. In
addition, the COII support values were rather lower
than the Amd support values, especially for between-
group comparisons. The poor phylogenetic performance
of the COII gene can be attributed to its strong A/T bias
associated with its highly asymmetrical rate matrices and
high among-site rate heterogeneity. These properties
appear to have resulted in the COII mitochondrial gene
having high levels of homoplasy which are not easily
corrected for by the use of complex evolutionary models.
Lin and Danforth (2004) state that the properties that
characterize genes suitable for phylogenetic studies
appear to be the opposite to those which characterize the
COII gene, i.e., genes better suited for phylogenetic anal-
ysis have a more even base composition, higher o values,
and a less skewed transformation rate matrix. Otherwise,
although some saturation occurs in the Amd gene, at
least as far as transitions are concerned, the phylogenetic

utility of this gene can be recovered by the use of com-
plex evolutionary models.

In our study, the phylogenetic trees based on the
COII gene were significantly different from those based
on the Amd gene and the combined dataset and we con-
sider our total evidence tree (TET) (Fig. 6) as the best
phylogenetic hypothesis to now available for these spe-
cies. Except for minor differences, our TET was essen-
tially similar to the phylogenetic scheme produced by
Throckmorton (1975). In this sense, it proposes a
paraphyletic genus Drosophila concerning the genera
Hirtodrosphila, Liodrosophila, Zaprionus, and Samoaia
and a paraphyletic subgenus Drosophila concerning
these taxa but not the subgenus Dorsilopha which consti-
tutes a basal polytomy with S. latifasciaeformis. The sub-
genus Drosophila also constitutes a derived split within
the genus Drosophila, while the subgenus Sophophora is
the early offshoot. The major division of species in the
subgenus Drosophila species occurs between the virilis-
repleta and immigrans-Hirtodrosophila radiations pro-
posed by Throckmorton (1975), but in our study the last
radiation yielded a somewhat different composition
because it included Liodrosophila and D. funebris as
basal species within the immigrans-Hirtodrosophila radi-
ation while Throckmorton (1975) assigned them as basal
species within the subgenus Drosophila. The paraphyly
of the tripunctata group pointed out by various authors
(Frota-Pessoa, 1954; Throckmorton, 1975; Yotoko et al.,
2003) was confirmed by us, although we found that the
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tripunctata radiation was monophyletic. Even so it was
not possible to find more similarities between the mor-
phological subdivision of Frota-Pessoa (1954) and the
internal composition of our tripunctata radiation. This
was also the most inconsistent region of our trees, with a
low confidence level and incongruent results in regard to
the different phylogenetic reconstruction methods and to
the different datasets. A possible reason for this is the
fact that the internal branches concerning the tripuncata
radiation internal relationships were overall short. All
these patterns support the scenario originally presented
by Throckmorton (1975) and also stated by Yotoko
et al. (2003) in which these taxa emerged by means of
fast and multiple substitution episodes. If these results
come to be confirmed, a large set of combined and infor-
mative datasets need to be accumulated in order to reach
a more reliable phylogeny for these species.

Finally, it is worth reiterating that, taxonomically, the
family Drosophilidae remains an agglomeration of
merophyletic taxa (merophyly designates the absence of
monophyly according to Bernardi (1981)), beginning
with the genus Drosophila and its most diverse subgenus,
the subgenus Drosophila. As our results show, genera
emerging from subgenera are a normal feature of the
taxonomy of these taxa. Nevertheless, despite the accu-
mulation of evidence, such as that presented here, few
effective attempts have been made to review the nomen-
clature of the family and reconcile its taxonomy with
recent systematic studies.
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Abstract

Despite the central role that the genus Drosophila has played in the origin and
subsequent development of genetical and evolutionary research, the establishment of
its phylogenetic relationships is not completely reached until now. The phylogeny of the
subgenus Drosophila presents the worst picture, probably due to its evolutionary
history, postulated to have involved fast and successive radiations. In order to shed
light on different aspects related to the subgenus Drosophila evolution, nucleotide
sequences from the alpha methyldopa (Amd) and dopa decarboxylase (Ddc) genes for
at least 80 different taxa were analysed both individually and simultaneously through a
Bayesian framework. Besides, rapidly evolving sequences from the nuclear hunchback
(hb) and the mitochondrial cytochrome oxidase Il (COIl) were joined to the previous
ones with the aim of refining the immigrans-tripunctata radiation evolutionary history. In
general, our results agree with previous evidence in that they recover the paraphyly of
the genus Drosophila, which presents the subgenus Sophophora as basal to all other
species. Hence, also the subgenus Drosophila is paraphyleticaly defined, and its
immigrans-tripunctata, virilis-repleta and Hawaiian Drosophilidae radiations are
confidently recovered. It is striking that Bayesian dating estimates that the basal
branchings within these three radiations occurred along Oligocene and Early Miocene
epochs, providing an exception to the idea that most speciation events within the
Drosophila genus are related to fragmentations in paleoclimatic cooling periods. At
least some of these divergences could be associated to the invasion of new areas, as

represented by the New World environment.

Keywords: Amd gene; Ddc gene; genus Drosophila; Hawaiian Drosophilidae radiation;
Hb gene; immigrans-tripunctata radiation; repleta radiation; subgenus Drosophila;

tripunctata radiation; virilis-repleta radiation.
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1. Introduction

Over the past century, the genus Drosophila has played a central role in the
origin and subsequent development of genetical, evolutionary, developmental and even
ecological research. In this sense, it can be stated that deciphering its phylogenetic
relationships is of fundamental importance (Powell and DeSalle, 1995), given that: (1) it
allows the analysis of the evolutionary history of a series of characteristics already
studied for the group; (2) it supplies the basis from which to obtain higher-level
conclusions, starting from the analysis of the phylogenetic context applicable to the
results; (3) it is of assistance to define sample strategies. These phylogenetic studies
became even more essential with the availability of the full genomes of 12 Drosophila
species (Clark et al., 2007), which certainly will enhance comparative studies that
require subjacent working phylogenies. However, as this genus is a very speciose one,
the establishment of its systematics and phylogenetic relationships is no easy task,
having been aimed by many researchers since Sturtevant (1939 and 1942) but not
completely achieved so far.

The subgenus Drosophila is the largest between the eight subgenera that
nowadays comprise the genus Drosophila (Bachli, 2008). It encompasses over 720
described species, more than half of the total number of Drosophila known at present.
Markow and O’Grady (2006), based on an update of Throckmorton (1975)
assumptions, subdivided the subgenus Drosophila into three main lineages: (1) the
virilis-repleta radiation, that comprises the angor, annulimana, bromeliae, canalinea,
carbonaria, carsoni, coffeata, dreyfusi, flavopilosa, melanica, mesophragmatica,
nannoptera, peruviana, polychaeta, quadrisetata, repleta, robusta, tumiditarsus, virilis
and xanthopallescens groups; (2) the immigrans-tripunctata radiation, containing the
calloptera, cardini, guarani, guaramunu, immigrans, macroptera, pallidipennis, pinicola,
quinaria, rubrifrons, sticta, testacea and tripunctata groups; (3) the Hawaiian
Drosophilidae radiation, that includes the Hawaiian Drosophila and Scaptomyza.
Additional support for this kind of subdivision can be found specially at Kwiatowski and
Ayala (1999), Remsen and DeSalle (1998), Remsen and O’Grady (2002) and
Tatarenkov et al. (2001), but similar results were also presented by Dalage et al.
(2007), Robe et al. (2005), Russo et al. (1995), Tatarenkov et al. (1999a) and Yotoko et
al. (2003). There is also a great deal of evidence showing that this subgenus is
paraphyletic with regard to other Drosophilidae genera and subgenera (Katoh et al.,
2000; Kwiatowski and Ayala, 1999; Remsen and DeSalle, 1998; Remsen and O’Grady,
2002; Robe et al., 2005; Russo et al., 1995; Tatarenkov et al., 1999a and 2001).

However, these relationships are still largely controversial.
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According to Throckmorton (1962), the evolution of the subgenus Drosophila
branch has been in marked contrast with the other species pattern, given that it
occurred with the perpetuation and even with an increase of the ancestral genetic
variability, which provided their descendants the required versatility to exploit new, rich
and unexploited environments more fully. That author also states that, after
subdivision, these large, complex and polymorphic ancestral populations appear to
have suffered a recent and explosive adaptive radiation in the New World, after which
populations rapidly expanded. In agreement with this, Powell and DeSalle (1995) also
pointed out that the subgenus Drosophila represents a complex picture, given that its
major lineages are quite old and its phylogenetic resolution is often not great. These
hypotheses may explain the fact that the phylogeny of this subgenus has a much more
brushy appearance, with deep nodes and poor resolution (DaLage et al., 2007; Robe et
al., 2005; Yotoko et al., 2003).

The possible scenario depicted above, added to the fact that many previous
molecular phylogenetic studies have encompassed a relatively narrow taxonomic
range within the subgenus Drosophila, render many poorly understood aspects to the
phylogeny of the group. Considering these uncertainties, the aims of this study were:
(1) to assess the monophyly of the subgenus Drosophila, concerning other Drosophila
subgenera, as Sophophora and Dorsilopha, and also other Drosophilidae genera, as
Hirtodrosophila, Liodrosophila, Samoaia, Scaptomyza and Zaprionus; (2) to evaluate
the taxonomic validity of the several radiations proposed by Throckmorton (1975) for
the subgenus, as the virilis-repleta, the repleta, the immigrans-Hirtodrosophila and the
tripunctata radiations; (3) to establish the phylogenetic relationships within and
between some of the species groups traditionally placed at this subgenus, which are:
the cardini, calloptera, guarani, guaramunu, immigrans, pallidipennis, quinaria,
testacea and tripunctata groups, included in the immigrans-tripunctata radiation; and
the annulimana, bromeliae, dreyfusi, canalinea, flavopilosa, melanica,
mesophragmatica, nannoptera, polychaeta, repleta, robusta and virilis groups,
assembled in the virilis-repleta radiation; and (4) to address the placement of the
Hawaiian Drosophilidae radiation within the subgenus. For these purposes, about 87
different taxa were analyzed for the two linked paralogous nuclear genes alpha
methyldopa (Amd) and dopa decarboxylase (Ddc) (Eveleth and Marsh, 1986), both
individually and simultaneously. Although these analyses provided a reliable
description of the subgenus Drosophila evolution, sequences from the rapidly evolving
nuclear hunchback (hb) and mitochondrial cytochrome oxidase subunit Il (COIl) genes
were also obtained in order to better estimate the immigrans-tripunctata lineage

phylogeny. The data as a whole support the notion of three different radiations within
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the subgenus Drosophila evolution, supplying many new and interesting insights

concerning their evolutionary history.

2. Materials and methods

2.1. Species

The 87 taxa studied are listed in Table 1, which also includes their source and
respective Amd, Ddc, Hb and COIl GenBank Accession Numbers at the National
Center for Biotechnology Information (NCBI). As referred to in that Table, the flies were
either collected from the field by specific collaborators or obtained from the Tucson
Drosophila Stock Center, after which isolineages were established and maintained in a
17°C = 1°C chamber. Two species of the genus Scaptodrosophila, S. latifasciaeformis
and S. lebanonensis were utilized as outgroups in the subgenus Drosophila analyses,
as previously suggested (DalLage et al., 2007; DeSalle, 1992a; Grimaldi, 1990; Katoh
et al., 2000; Kwiatowski et al., 1994, 1997; Pélandakis and Solignac, 1993; Russo et
al., 1995; Tatarenkov et al., 1999a; Throckmorton, 1975). For the analysis involving
only the immigrans-tripunctata radiation, however, Zaprionus indianus and Z.
tuberculatus were the outgroup, as there is ample evidence that this is an early
offshoot with respect to the immigrans-tripunctata radiation clade (Robe et al., 2005;
Throckmorton, 1975) or at least with respect to the subgenus Drosophila (DalLage et
al., 2007; Kwiatowski and Ayala, 1999; Remsen and DeSalle, 1998; Remsen and
O’Grady, 2002; Russo et al., 1995; Tatarenkov and Ayala, 1999a and 2001; Yotoko et
al., 2003). More than one population from a same species were included whenever
possible to gauge the intraspecific variations and evidence cases of shared ancestral

polymorphisms.

2.2. DNA manipulation

Total genomic DNA of each lineage was extracted according to Sassi et al.
(2005). The amplification and sequencing strategies applied to the three nuclear
markers Amd, Ddc and Hb are illustrated in Figure 1. For Amd, a new forward primer,
AmdEx4F (5 GTB GTB GTN ATG GAY TGG YTV GCN AA 3’), was designed and
utilized with the reverse Amd-bw (Tatarenkov et al., 2001). For Ddc and Hb, the
primers used in PCR amplifications were the same as those employed in Mota et al. (in
press). As a broad taxonomic range was sampled, PCR parameters for Amd, Ddc and
Hb varied and were individually optimized, while the PCR conditions followed the
general procedure described in Robe et al. (2005). All COIl nucleotide sequences were
obtained from GenBank (NCBI site).
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Hb PCR products were purified with a solution of PEG 13% and NaCl 1.6M, and
both strands of the PCR fragments were directly sequenced in a MegaBACE 500
automatic sequencer, with the use of the DYEnamic ET® Sequencing Kit (Amersham)
according to the manufacturer's protocol. In this case, the two amplification primers
were also used for sequencing.

For Amd and Ddc, nevertheless, the only way to obtain sequences of high
quality was by cloning the amplified fragments. In this way, PCR products amplified
with the use of Platinum® Taqg Polymerase High Fidelity (Invitrogen) were gel-purified
with QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) and cloned into pCR®4 vector from the
TOPO-TA Cloning Kit (Invitrogen), using E. coli DH10B as host. Sequences were
determined in both directions using M13 standard primers and the BigDye Terminator

Sequencing Kit (Applied Biosystems) in an ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer.

2.3. Data analysis

The resulting sequence electropherograms were assembled, inspected and
corrected with the use of the Staden Package Gap 4 program (Staden, 1996). The
contigs from Amd, Ddc and COIl were aligned through the use of the ClustalW
algorithm as implemented in Mega 3.1 (Kumar et al., 2004). Hb alignment, however,
was far from ftrivial, requiring the use of a more accurate alignment program, the
MUSCLE software (Edgar, 2004). Anyway, the conflicting and doubtful areas of the Hb
provided alignment were later removed, so that the matrix initially containing 725 bp
was reduced to only 507 bp.

All phylogenetic analyses were conducted in two different stages: (1) the
phylogeny of the subgenus Drosophila as a whole was assessed through the Amd and
Ddc partitions, which were analysed both individually and simultaneously; (2) derived
relationships within the immigrans-tripunctata radiation were focused through a
combined analysis encompassing not only Amd and Ddc, but also a rapidly evolving
region of the nuclear Hb gene and the mitochondrial COIll gene. In the immigrans-
tripunctata radiation combined matrix, particularly, some taxa for which no character
data were available for one of the genes were coded as missing for that partition. Also
in this case, a placeholder, D. calloptera, was utilized in substitution to D. ornatipennis
for the COIl data set.

In order to determine whether nucleotide composition differences occur among
taxa, the chi-square test implemented in PAUP version 4.0b10 (Swofford, 2003) and in
TreePuzzle 5.2 (Schmidt et al.,, 2002), and the disparity index test (Kumar and
Gadagkar, 2001) implemented in Mega 3.1 were performed on the data sets. Mega 3.1
program, together with ModelTest 3.7 (Posada and Crandall, 1998) and BaseML of
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PAML 3.14 (Yang, 1997) were used to calculate some descriptive parameters (Table 2
and 3), so as to characterize the subjacent substitution patterns.

Several different methods were used to reconstruct the phylogenetic
relationships between the sampled OTU’s. Neighbor Joining (NJ) and Maximum
Parsimony (MP) were implemented in PAUP 4.0b10. Maximum Likelihood (ML)
inferences were carried out on PhyML 2.4.4 (Guindon and Gascuel, 2003), whereas
Bayesian Analyses (BA) were conducted on MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck and
Ronquist, 2001) and on BayesPhylogenies (Pagel and Meade, 2004). NJ analyses
were conducted through the use of the LogDet correction (Lockhart et al., 1994), since
significant base composition heterogeneity was detected among the taxa. MP analyses
were performed adopting both an un-weighted and a weighted strategy. In the last
case, third codon positions were down-weighted with regard to the first and second
codon positions (2:2:1) in order to reduce the effects of non-stationarity. All the MP
trees were obtained through heuristic search, with Tree Bissection-Reconection (TBR)
branch swapping applied to 100 random stepwise addition starting trees. ML inferences
were performed using a tree generated by a NJ heuristic search as input (BIONJ
option) and applying the model selected by the Akaike Information Criterion (AIC) Test
(Akaike, 1974) as performed on ModelTest 3.7, whose parameters were individually
estimated and optimized by the PhyML program. For the BA implemented in MrBayes
3.1.2 at least 3,000,000 generations of the Markov Chain Monte Carlo (MCMC) search
were conducted, according to the model proposed by the AIC test as implemented in
MrModeltest 2.2 (Nylander, 2004). In general, the BA trees were sampled every 1,000
generations, and a burnin of approximately 20% was applied since runs were stopped
only after the average deviation of split frequencies fell well bellow 0.01. For the
Bayesian analysis of combined data sets, individual models and unlinked parameters
were assigned to each partition before running MrBayes 3.1.2. Additionally, the
combined matrix was also submitted to the novel approach presented by the software
BayesPhylogenies, which allows a posteriori partitioning of the datasets. In this case,
the specified number of partitions reflected the number of different data sets introduced
in the concatenated matrix. TreePuzzle 5.2 was utilized to build a 50% majority rule
consensus tree with estimated branch lengths from the BayesPhylogenies output trees.
Support for each clade in the NJ, MP and ML trees was assessed by the bootstrap test
(Felsenstein, 1985) with 1,000 replications, whereas for the BA, the posterior
probability (PP) of each clade on the 50% majority rule consensus tree was measured.

Before concatenation, the partitions were tested for congruence through the use
of the Incongruence Length Difference (ILD) test (Farris et al., 1994 and 1995), which
is referred to as the Partition Homogeneity Test (PHT) in PAUP. This test was
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implemented under parsimony criterion with 1,000 replications, for each of which 100
starting trees were generated by random stepwise addition followed by TBR in order to
obtain the null distribution. In the combined analyses, the average Partition Bremer
Support (PBS) scores (Bremer, 1988, 1994) presented by each partition on each node
were assessed using PAUP 4.0b10 and TreeRot 3.0 (Sorenson and Franzosa, 2007).
The standardization method previously reported in Robe et al. (2005) was also used
here. Furthermore, to measure the amount of incongruence between alternative
topologies, these were compared using the Templeton Test (Templeton, 1983), under
parsimony criterion and the Shimodaira-Hasegawa (SH) Test (Shimodaira and
Hasegawa, 1999), under likelihood criterion, as performed in PAUP 4.0b10. For the SH
Test the null distribution was generated through 1,000 nonparametric bootstrap
replicates using the resampling estimated log-likelihood (RELL) strategy.

Divergence times were also estimated through the use of a Bayesian dating
method implemented in MultiDivTime (Thorne et al., 1998; Thorne and Kishino, 2002),
which enables inferences concerning divergence time using a relaxed molecular clock
procedure. In this case, the Bayesian tree obtained through the combined Amd and
Ddc analysis was used as the input tree file for estimating the model parameters in
BaseML (part of PAML), and also to estimate the maximum likelihood of the branch
lengths and its variance-covariance matrix in EstBranches, according to Rutshmann
(2005). The split between the Hawaiian Scaptomyza and Drosophila species as
occurred about 30.5 £ 6.6 My (Tamura et al., 2004) was used as time calibration point.
This genomic molecular clock estimation is in broad agreement with fossil records,
since Scaptomyza fossils were found in Dominican amber with a minimal estimated
age of 23 My (Grimaldi, 1987). The time set between ingroup root and tips was 63 My,
with a standard deviation of 12.4 My (Tamura et al., 2004).

3. Results

3.1. Data partitions

Empirical and estimated characteristics of each of the data sets analysed are
presented in Table 2, whereas their optimal substitution models and parameters, as
selected by the AIC Test executed by ModelTest 3.7, are indicated in Table 3. As can
be seen in these tables, all the matrixes may be affected by some levels of saturation,
brought about not only by multiple substitutions, but also by homoplasies related to the
great transition/transversion ratio, to the compositional bias, to the assymetric matrix of

rate substitution, and to the significant heterogeneity in evolutionary rates across sites.
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Moreover, the chi-square test implemented in PAUP 4.0b10 detected significant
base composition heterogeneity between taxa in all data sets (Table 2). The disparity
index (lp), which measures the observed difference of substitution patterns between a
pair of sequences (Kumar and Gadagkar, 2001) revealed that D. mediopicta presents a
huge deviation from the other taxa base frequencies. This species showed total Ip
values as extreme as 16.075 (in the comparison with D. ornatifrons_1 for Amd) and
16.640 (in the comparison with D. ornatifrons_1 for Ddc). It is not surprising that the
single matrix that did not reach the 0.01 significance level for the chi-square test was
Hb, which does not possess D. mediopicta sequences. Additionally, performing the
Tree-Puzzle chi-square test, which compares the nucleotide composition of each
sequence to the frequency distribution assumed in the maximum likelihood model, D.
ornatifrons, D. paramediostriata, D. maculifrons and D. griseolineata also detached as
possessing significant shifts in their GC content for the Amd, Ddc and Hb partitions.
Among the members of the virilis-repleta section, only D. robusta presented significant
base composition heterogeneity for the Amd and Ddc data sets.

To account for these biases, likelihood-based methods were emphasized, since
these are known to be more robust to assumptions violations (Swofford et al., 1996)
and seem to perform better when there is significant base composition heterogeneity
between taxa (Galtier and Gouy, 1995 and 1998).

3.2 — The subgenus Drosophila phylogeny
3.2.1 — The Amd partition

Figure 2 shows the Bayesian phylogeny obtained with the Amd data partition.
Rooting this phylogeny with Scaptodrosophila yields a genus Drosophila entirely
paraphyletic with respect to the genera Hirtodrosophila, Liodrosophila, Samoaia,
Scaptomyza and Zaprionus. Within this major cluster that comprises the genus
Drosophila, the subgenus Sophophora represents an early offshoot (PP of 0.84). D.
busckii, a member of the Dorsilopha subgenus, is the next to branch off, leaving a well
supporte clade (PP of 0.95) that, although poorly resolved at the base, splits into four
main lineages: (1) the first, monoespecific, composed by H. pictiventris; (2) the second
grouping Zaprionus and Liodrosophila as sister genera, although with low support (PP
of 0.60); (3) the third confidently clustering a monophyletic virilis-repleta radiation with
the Hawaiian Drosophilidae radiation clade (PP of 1.00); (IV) and the fourth presenting
S. leonensis at the base of a well defined immigrans-tripunctata radiation (PP of 1.00).

Nested within the virilis-repleta radiation cluster there is a monophyletic repleta
radiation (PP of 0.87), that presents the mesophragmatica and repleta groups as sister

clades (PP of 1.00), more closely related to each other than to the dreyfusi and
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canalinea groups. A clade comprised by the sister species groups bromeliae and
nannoptera represent the repleta radiation sister taxon, with a high support value (PP
of 1.00). The monophyletic annulimana and flavopilosa groups detach as the closest
relatives to the lineage depicted above (PP of 0.97), although their exact relationships
between each other and that clade remain unsolved. Otherwise, at the base of the
virilis-repleta radiation clade, D. polychaeta, a representative of the polychaeta group,
is the early offshoot (PP of 0.81), followed in successive progression by the D. robusta
and D. melanica sister groups clade (PP of 1.00) and by the D. virilis group (PP of
0.97), which appears as phylogenetically closer to the clade encompassing the repleta
radiation than to the robusta/melanica lineage.

As regards the immigrans-tripunctata radiation clade, the immigrans, phalerata,
funebris and testacea groups are the deepest, whereas the monophyletic tripunctata
radiation occupies a derived position with strong confidence (PP of 1.00). This lineage
branches off into five well supported clades (specified in an ascending order beginning
with the most basal): (1) the first grouping D. bandeirantorum (tripunctata group) and D.
pallidipennis (pallidipennis group) as sister to a cluster encompassing other six species
of the tripunctata group (D. cuaso, D. paraguayensis, D. tripunctata, D. mediopunctata,
D. unipunctata and D. roehrae) (PP of 1.00); (2) the second comprising three
representatives of the guarani group (D. ornatifrons, D. guaru and D. subbadia) (PP of
1.00); (3) the third encompassing a monophyletic cardini group, at least as concerned
to the D. cardini, D. cardinoides, D. polymorpha, D. neocardini, D. nigrodunni and D.
arawakana species (PP of 1.00); (4) the fourth joining D. nappae (tripunctata group)
with D. ornatipennis (calloptera group) (PP of 0.99); (5) and the fifth presenting D.
maculifrons and D. griseolineata (guaramunu group) as intermediate species that
connect two clusters composed by members of the tripunctata group: the D. crocina
and D. mediostriata lineage and the D. mediodiffusa, D. mediopictoides, D.
paramediostriata and D. mediopicta lineage (PP of 1.00). Hence, the Amd Bayesian
phylogeny recovers a tripunctata group paraphyletic with respect to other members of
the tripunctata radiation, that is, the calloptera, cardini, guarani, guaramunu and
pallidipennis species groups.

Concerning the trees obtained by the different methods, ML vyielded an
extremely similar topology, except for some branches presented as polytomous or
poorly supported (PP < 0.70) in the BA phylogeny. Besides that, there are
incongruencies as regards some relationships within the immigrans-tripunctata
radiation, although in general these conflicting clades are only weakly supported by the
ML tree. Thus, ML favours the clustering of D. funebris and D. putrida with a tenuous

bootstrap support (38%) at the base of the tripunctata radiation whose internal
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composition differ from the Bayesian one concerning the relationships between the five
major clades depicted above, and regarding also the relationships between species
within some of them. An important difference between the BA and ML topologies refers
to the branching position of D. ornatipennis (calloptera group), which clusters with D.
nappae in the BA, but with the cardini group in the ML analysis (68% bootstrap). On the
other hand, the MP topologies were very polytomous at the base, and the only conflict
with the BA refer to the MP weighted tree positioning of D. mediopicta as an early
offshoot (55% bootstrap) in the clade that joins the guaramunu group species, D.
griseolineata and D. maculifrons, with the tripunctata group species D.
paramediostriata, D. mediodiffusa and D. mediopictoides. This configuration is also
supported by the NJ bootstrap tree, that besides being very unresolved at the base,
presented some unexpected results, as the repleta group polyphyly and the subdivision
of the virilis-repleta radiation into two clades: one composed by the repleta radiation
plus the bromeliae/nannoptera cluster (68% bootstrap); the other presenting the
annulimana, flavopilosa, virilis, robusta and melanica species groups (82% bootstrap).
Furthermore, NJ favors the grouping of D. nappae with the clade composed by
members of the guarani group (51% bootstrap), and presents different relationships
between the species of the D. cardini group. Comparing the bootstrap topologies
obtained by the different methods under the Shimodaira-Hasegawa and Templeton
Tests revealed that the BA and ML trees performed significantly better than the MP and
NJ ones not only under maximum likelihood but also under the maximum parsimony
criteria. This result was probably a consequence of the poor resolution presented at the
base of the MP and NJ bootstrap trees.
3.2.2 — The Ddc partition

The Ddc Bayesian phylogeny, however, presents some important differences
concerning the Amd one (Figure 3). In this case, the early offshoot within the genus
Drosophila is represented not only by the subgenus Sophophora, but also by the
subgenus Dorsilopha, represented by D. busckii (PP of 0.98). After that divergence, the
clade defining a paraphyletic Drosophila subgenus splits into two major lineages: the
one comprising a virilis-repleta radiation, differentially composed to the exclusion of D.
polychaeta (PP of 0.95); and the one assembling the members of the traditional
immigrans-Hirtodrosophila radiation (Throckmorton, 1975), given the inclusion of L.
aerea and D. funebris, and the exclusion of D. immigrans and D. busckii (PP of 0.80).
According to this scenario the Hawaiian Drosophilidae are embedded within this
immigrans-Hirtodrosophila radiation clade.

As regards the virilis-repleta radiation relationships, the Ddc Bayesian

phylogeny defines the repleta radiation as paraphyletic with respect to the bromeliae
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and nannoptera sister groups (PP of 0.62). Furthermore, the repleta and
mesophragmatica sister groups appear as phylogenetically closer to D. canalinea
(canalinea group) and to the bromeliae/nannoptera clade than to D. camargoi (dreyfusi
group) (PP of 1.00), a branching order opposed to that presented in the Amd
phylogenies. On the other hand, the poorly supported positioning of the annulimana
and flavopilosa groups in the Amd Bayesian topology is somewhat resolved by Ddc,
that presents these as sister taxa (PP of 1.00). Another source of ambiguity between
Amd and Ddc concerns the position of D. virilis (virilis group), placed as the
annulimana/flavopilosa clade sister species by Ddc (PP of 1.00). Given the absence of
D. polychaeta at the Ddc virilis-repleta clade, the clade joining D. robusta (robusta
group) and D. melanica (melanica group) detach as the oldest lineage (PP of 0.70).

Within the immigrans-Hirtodrosophila radiation clade, the clustering of H.
pictiventris and S. leonensis added to the branching of the Hawaiian Drosophilidade
define the oldest lineages, although support for this is weak (PP of 0.53). The clade
joining the genera Zaprionus and Liodrosophila with a strong support (PP of 0.99) is
the next to branch off, and its sister clade splits into two major lineages: one giving rise
to the ancestor from which D. phalerata (quinaria group) and D. funebris (funebris
group) diverged (PP of 1.00); and the other encompassing a monophyletic tripunctata
radiation (PP of 1.00). The five major lineages defined by the Amd Bayesian tree are
also confidently recovered by the Ddc partition, although some of their internal
relationships differ among the two partitions. On the other hand, the general
configuration of these five lineages across the tree is very similar between the Amd and
Ddc Bayesian phylogenies.

Although again both Shimodaira-Hasegawa and Templeton Tests rejected MP
and NJ bootstrap topologies as significantly worse than the ML and BA ones
(Templeton also rejected the BA), there is not a great deal of conflict between them.
The Ddc ML tree presented some interesting incongruencies as regards the BA one,
but as for Amd, these conflicts are always poorly supported. In this way, ML presents
D. camargoi as the sister species of the repleta/mesophragmatica cluster (34%
bootstrap), although the repleta radiation continues paraphyletic with respect to the
nannoptera/bromeliae clade (20% bootstrap). The melanica/robusta clade also altered
its position in the ML analysis, clustering with the virilis/annulimana/flavopilosa lineage
(50% bootstrap). Furthermore, the ML topology also recovered the Hawaiian
Drosophilidae as the virilis-repleta radiation sister lineage (18% bootstrap), defining a
clade that present the Samoaia/Hirtodrosophila branch as the closest outgroup. In the
ML tree immigrans-Hirtodrosophila radiation cluster, the tripunctata radiation is

paraphyletic as regards the funebris/quinaria clade, which joins the lineage composed
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by D. tripunctata, D. mediopunctata, D. unipunctata, D. paraguayensis, D. cuaso, D.
bandeirantorum and D. pallidipennis with a bootstrap support of 40%. There are also
some tenuous conflicts within the tripunctata radiation clade concerning the
relationships between the five major lineages above depicted, whose internal
composition highly resemble the BA one. The MP weighted and unweighted strategies
resulted in poorly resolved bootstrap topologies, whose major conflict with the BA
concerns the position of D. mediopicta as the deepest (61% and 64% bootstrap,
respectively) in the lineage that comprises D. griseolineata and D. maculifrons
(guaramunu group) besides D. mediodiffusa, D. mediopictoides and D.
paramediostriata (tripunctata group). NJ also supports this relationship (100%
bootstrap), and it is the unique method that recovers a monophyletic repleta radiation
(76% bootstrap) with the Ddc partition. Besides that, it presents the grouping of the D.
crocina/D. mediostriata clade with D. nappae (68% bootstrap), breaking one of the
above depicted tripunctata radiation lineages, but conserving the others.

3.2.3 — The Amd + Ddc total evidence tree

The PHT results revealed that the Amd and Ddc partitions are not significantly
heterogeneous (P = 0.166). In addition, the rank correlation coefficient presented by
these in the MultiDivTime output was near 0.78 (p = 0.001), leaving to a rejection of the
null hypothesis that this pair of genes change rate independently. Therefore, as Amd
and Ddc also share extremely similar parameters for the AIC selected GTR + | + G
model, a concatenated analysis was considered suitable. Figure 4 shows the Bayesian
phylogeny generated from the Amd and Ddc data sets analyzed simultaneously. This
hypothesis is broadly congruent with the Amd and Ddc individual ones, except for
some polytomous or poorly supported basal relationships and for some derived
aspects concerning the immigrans-tripunctata radiation clade. Nevertheless, some
unexpected results obtained with the Ddc partition for the virilis-repleta radiation, as for
example the branching positions of D. camargoi and D. virilis, were not here further
supported.

The subgenus Drosophila total evidence tree (TET) recovers, although with a
tenuous support (PP of 0.71), the monophyly of the clade encompassing all Drosophila
other than Sophophora. In this case, D. busckii (Dorsilopha subgenus) and S.
leonensis (Samoaia genus) are placed as the first to branch off next to Sophophora, so
that the subgenus Drosophila becomes paraphyletic in respect to the genera
Hirtodrosophila, Liodrosophila, Scaptomyza and Zaprionus (PP of 0.93). The clade so
defined furthest splits off to divide into three well supported main lineages: the
Hawaiian Drosophilidae radiation clade (PP of 1.00); the virilis-repleta radiation clade

(PP of 1.00); and the immigrans-tripunctata radiation clade (PP of 1.00). The Hawaiian

146



Drosophilidae comprise the sister taxon of the virilis-repleta radiation (PP of 1.00), and
the clade so established presents H. pictiventris as closest outgroup (PP of 0.68). The
immigrans-tripunctata radiation, on the other hand, presents the clustering of the
genera Zaprionus and Liodrosophila as sister taxon (PP of 0.73).

The historic scenario presented within the virilis-repleta radiation clade in this
TET is widely congruent with the hypothesis provided by the Amd data alone. The only
exceptions are the clustering of the flavopilosa and annulimana groups as sister clades
(PP of 1.00), and the relationships within the D. repleta species group, which better
resemble Ddc results.

Within the TET immigrans-tripunctata radiation clade, D. immigrans (immigrans
group) first separates from the other species (PP of 1.00), and then D. phalerata
(quinaria group) and D. funebris (funebris group) independently leave the remaining
group of species, so that the tripunctata radiation becomes monophyletic (PP of 1.00).
This tripunctata radiation clade further divides into tree main lineages: (1) the first and
basal one presenting D. pallidipennis (pallidipennis group) embedded among members
of the tripunctata group (D. bandeirantorum, D. cuaso, D. mediopunctata, D.
paraguayensis, D. tripunctata and D. unipunctata) (PP of 1.00); (2) the second
recovering the monophyletic cardini and guarani groups as sister lineages (PP of 0.50);
(3) the third showing D. nappae (tripunctata group) as the oldest lineage, followed by
the clade grouping D. crocina and D. mediostriata (tripunctata group) as sister to the
clade encompassing the monophyletic guaramunu group joined to D. mediopicta
(tripunctata group) and further to D. mediodiffusa, D. mediopictoides and D.
paramediostriata (tripunctata group) (PP of 0.67).

In general, the BA and ML strategies performed significantly better than the
unweighted and weighted MP and than the NJ bootstrap analyses, both under the
Templeton and the Shimodaira-Hasegawa Tests. Although this result is mainly due to
the poor resolution presented at the base of the MP and NJ topologies, some striking
differences were encountered between these and the BA, regardless of the general
concordance found between the MrBayes, the BayesPhylogenies and the PhyML
derived trees. The ML main differences refer to the branching of S. leonensis as sister
to D. immigrans (only 22% bootstrap), the clustering of D. funebris and D. phalerata
(70% bootstrap), a change in the relative position of the D. pallidipennis/D.
bandeirantorum clade, which is placed as the D. paraguayensis/D. cuaso clade sister
lineage (47% bootstrap), and the shifting relationships of D. nappae, which appears as
sister to the monophyletic guarani group (45% bootstrap). Some of these relationships,
particularly those which refer to the D. pallidipennis/D. bandeirantorum clade (PP of

0.95) and to D. nappae (PP of 0.60), were also recovered by the BayesPhylogenies
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methodology of a posteriori partitioning the data sets. The MP unweighted and
weighted topologies, besides clustering D. phalerata and D. funebris (83% and 78%
bootstrap, respectively), presented D. mediopicta as the early offshoot within the clade
that joins the guaramunu group with D. mediodiffusa, D. mediopictoides and D.
paramediostriata (60% and 59% bootstrap, respectively), whereas D. nappae is placed
within the cardini/guarani groups clade (59% and 51% bootstrap, respectively). The MP
unweighted topology also presented some alternative results concerning the virilis-
repleta radiation clade, since it grouped D. virilis and the D. robusta/D. melanica
lineage with the flavopilosa/annulimana groups’ clade (56% bootstrap). This placing of
D. virilis, D. robusta and D. melanica was likewise recovered through NJ (96%
bootstrap), which also presented some of the above depicted alternative relationships
for S. leonensis (53% bootstrap), D. phalerata and D. funebris (100% bootstrap) and D.
mediopicta (100% bootstrap). Within the clade that joins the cardini and guarani groups
with D. nappae, NJ also places the D. crocina/D. mediostriata cluster (69% bootstrap).

Some striking results were also obtained by testing the three different Bayesian
topologies obtained through the Amd and Ddc partitions taken individually and in
combination under the Templeton and Shimodaira-Hasegawa Tests. Overall, the TET
was not rejected by any of the three data partitions, although Amd rejected the Ddc
topology while Ddc rejected the Amd one. The concatenated dataset, nevertheless,
presented the Amd and Ddc topologies as significantly worse than the TET under the
Templeton Test, but only the Ddc topology was regarded as significantly worse than
the others under the Shimodaira-Hasegawa Test. Moreover, as assessed by the
Partition Bremer Support (PBS) average values (Table 4), both Amd and Ddc partitions
largely contribute to the combined analysis tree, although standardized support was
twice as high for Amd as for Ddc. In this way, Ddc lends support to 43 out of the 75
nodes presented by the TET and conflicts with other 28, while Amd supports 67 nodes,
conflicting with only four of the others. Nevertheless, 17 out of the 32 conflicting nodes
present PBS values under 1.0, implying only a short amount of incongruence. So, in
general, our results favor the TET as the best description so far available of the
evolutionary history that led to the subgenus Drosophila present composition.

Utilizing this TET to estimate the divergences times within the subgenus
Drosophila produces the results presented in Table 5. Although most of the credibility
intervals are very large, the basal split between the subgenus Sophophora and the
other species of the genus Drosophila falls near the K-T boundary, at about 55 My. The
three major radiations that comprise the subgenus Drosophila, that is, the immigrans-
tripunctata, the virilis-repleta and the Hawaiian Drosophilidae radiations, branched

more recently, at about 42, 35 and 31 My, respectively.
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3.3 — Refining the immigrans-tripunctata radiation relationships

In general the previous TET constituted a reasonable description of the
evolution within the subgenus Drosophila, but it retained some incongruities and
uncertainties concerning relationships within the immigrans-tripunctata radiation. In
order to refine the conclusions about the evolution of this group of species, we decided
to add new partitions to the analyses, specially evolutionary less restricted ones. The
loci chosen were Hb and COIl, which were joined to Amd and Ddc to construct a
concatenated matrix.

Although the PHT results revealed some heterogeneity between the partitions
(Table 6), specially as regards the comparisons involving the COIl data set, a
combined analysis was performed. The total evidence Bayesian tree derived through
the inclusion of the four data partitions in a concatenated data set is depicted in Figure
5. This topology is widely similar to the trees recovered by Amd and Ddc individual and
simultaneous analyses, yielding additional support to those conclusions.

In this way, the total evidence immigrans-tripunctata Bayesian phylogeny tightly
recovers the immigrans group as the early offshoot (PP of 1.00), followed by the clade
joining the sister groups funebris and quinaria (PP of 1.00). The monophyletic
tripunctata radiation is the next to branch off, and it recovers a tripunctata group
entirely paraphyletic with respect to the pallidipennis, cardini, guarani, calloptera and
guaramunu groups (PP of 1.00). Within the tripunctata radiation cluster, three main
independent lineages are recovered, whose general appearance concur with the
concatenated Amd + Ddc hypothesis (Fig. 4). These lineages are named here
according to the species described earlier that is included in each of them: the basal
tripunctata lineage (PP of 1.00), and the sister cardini (PP of 0.84) and mediostriata
(PP 1.00) lineages.

Within the tripunctata lineage D. tripunctata is the first to branch off (PP of 0.95),
and its sister group branches off to divide into three different robust clades (each with a
PP of 1.00), which are included in a nested succession: the D. mediopunctata/D.
unipunctata clade, the D. cuaso/D. paraguayensis clade and the D. bandeirantorum/D.
pallidipennis one. One recurrent result presented within this lineage is the inclusion of
D. pallidipennis, a member of the pallidipennis group, which appears embedded among
members of the tripunctata group subgroups II, lll and IV. Concerning the results
presented by the subgenus Drosophila Bayesian TET, the relative positions between
the three major clades that comprise the tripunctata lineage, and between these and D.

tripunctata are altered.
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The cardini lineage, on the other hand, reflects better the taxonomic
designations, since it recovers the cardini and guarani groups as two monophyletic
sister taxa (each with a PP of 1.00). Within the guarani group D. guaru and D. subbadia
are sister species, to the exclusion of D. ornatifrons (PP of 1.00). Nevertheless, within
the cardini group the cardini subgroup is paraphyletically defined with respect to the
dunni subgroup. In this way, D. cardini branches off early (PP of 1.00) while the
remainder members of the group split off into two sister clades: one encompassing the
two members of the dunni subgroup, that is, D. arawakana and D. nigrodunni (PP of
1.00); the other presenting D. neocardini closer to D. cardinoides than to D.
polymorpha (PP of 0.89). So, the unstable positioning of D. neocardini underlines the
major difference regarding the cardini lineage recovered here and that obtained
through Amd and Ddc combined analyses.

In the mediostriata lineage, D. nappae (tripunctata group) is defined as the
sister taxon of D. ornatipennis (calloptera group) (PP of 0.90), and this chimeric cluster
was basal in relation to a major clade that joins representatives of the tripunctata group
subgroups Il and IV with the guaramunu group (PP of 1.00). Among these, the
divergence of the clade grouping the cryptic D. mediostriata and D. crocina species is
shown to predate that between the clade encompassing the guaramunu group plus D.
mediopicta and the clade comprising D. paramediostriata, D. mediodiffusa and D.
mediopictoides (PP of 1.00). Differently from the Amd and Ddc combined analyses,
however, D. paramediostriata is monophyletic here.

The relationships presented by the ML tree fit perfectly the Bayesian
hypothesis. The BayesPhylogenies topology also presents high levels of congruence
with the MrBayes one, except for two minor differences encountered within the
mediostriata lineage: D. mediopicta clusters with the D. paramediostriata, D.
mediodiffusa, D. mediopictoides clade while D. nappae and D. ornatipennis are
presented in a nested succession. Among the MP and NJ results, again only the
relationships presented at the tips of the tree are resolved. In this way, the MP and NJ
trees assign D. mediopicta as sister to the clade encompassing the guaramunu group
and the D. paramediostriata, D. mediodiffusa, D. mediopictoides species. Besides this,
NJ also places D. polymorpha as sister to the dunni subgroup representatives. As
expected, these polytomous MP and NJ bootstrap topologies performed significantly
worse than the others under the Templeton and Shimodaira-Hasegawa Tests.

Comparing the Bayesian topologies obtained for the immigrans-tripunctata
radiation through Amd, Ddc, COIl and Hb individual analyses with the total evidence
one ensured that the combined tree is a reliable evolutionary hypothesis. This topology

was not rejected by the Templeton Test or by the Shimodaira-Hasegawa Test under
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any of these partitions, either taken individually or in combination. Although the
Templeton and Shimodaira-Hasegawa Tests assigned the Hb Bayesian topology
(Supplementary Material — Figure 1) as significantly different from the TET under all
data sets except Hb alone, this partition holds support to 25 out of the 36 nodes
presented by the immigrans-tripunctata radiation TET, while it presents negative PBS
values for only two of its nodes (Table 7). Also COIl lends a significant amount of
support to this tree, agreeing with 21 and conflicting with only three of its nodes (Table
7). So, besides presenting relationships which are largely congruent with the Amd +
Ddc simultaneous analysis for the entire subgenus Drosophila, the immigrans-

tripunctata radiation TET is also widely supported by the Hb and COIl gene partitions.

4. Discussion

4.1 — The best hypotheses

As significant deviations from stationarity were detected in our data sets, ML
and BA derived hypotheses were considered as the best ones, since they are known to
perform better under this kind of bias (Galtier and Gouy, 1995 and 1998). Besides, as
combining data from several loci, even incongruent ones, is a way of attempting to
amplify signal over noise (Baker and DeSalle, 1997; Remsen and DeSalle, 1998), total
evidence hypotheses were also emphasized over individual ones.

Hence, the Amd and Ddc were combined in order to provide a reliable picture of
the subgenus Drosophila evolution, since these genes have previously proved to be
informative at this level of divergence (Robe et al., 2005; Tatarenkov and Ayala, 2001;
Tatarenkov et al., 1999a and 2001). Amd and Ddc are paralogous genes, functionally
related to catecholamine metabolism and physically separated by about 2.5 Kb, that
have arisen from a duplication occurred long before the split between Lepidoptera and
Diptera (Tatarenkov et al., 1999b). The PHT performed between Amd and Ddc was not
able to detect significant heterogeneity, probably because of the fact that being linked
genes, they share identical evolutionary histories. Furthermore, as Amd and Ddc were
shown to share correlated evolutionary rates and model parameters, even their internal
homoplasies should present a certain degree of correlation. Thus, neither Amd nor Ddc
reject their simultaneous TET (Fig. 4), but instead they provide a significant amount of
support to its nodes (Table 4). Indeed, this TET can be considered as the best
phylogenetic hypothesis, so far rendered available for the subgenus Drosophila as a
whole.

According to Zilversmit et al. (2002), enzyme phylogenies are mostly resolved

at the base, while transcription factors derived trees show the most support for the
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nodes at the tips. This suggests that the most effective approach consists in combining
different data sets, namely enzyme and transcription factors ones. In this way, Hb,
which is a transcription factor coding marker member of the gap class of segmentation
genes (Treier et al., 1989) was joined to Amd, Ddc, and COIl enzyme coding genes, in
order to improve some less resolved results concerning the immigrans-tripunctata
radiation relationships. In this case, although the PHT results reveal significant conflict
between some of our data sets, none partition rejected the immigrans-tripunctata TET
(Fig. 5). Apart from this, all of them provided significant support to most of the TET
nodes. So, this combined hypothesis is justifiably considered as the best description so

far available for the immigrans-tripunctata radiation phylogeny.

4.2 — The subgenus Drosophila phylogeny

In general, this work adds to the existing evidences that point to a genus
Drosophila entirely paraphyletic as regards other genera like Hirtodrosophila,
Liodrosophila, Samoaia, Scaptomyza and Zaprionus. Throckmorton (1975) also
supported the scenario in which these and other genera derive from the genus
Drosophila basis, although Grimaldi (1990) did not agree with this notion. Further
molecular evidences better reflected Throckmorton’s (1975) results, agreeing with our
data when recovering the genus Drosophila paraphyly with respect to different taxa as:
Hirtodrosophila (DaLage et al., 2007; Kwiatowski et al., 1997; Kwiatowski and Ayala,
1999; Remsen and DeSalle, 1998; Robe et al., 2005; Tatarenkov et al., 1999a and
2001), Liodrosophila (DalLage et al., 2007; DeSalle, 1992a; Katoh et al., 2000; Robe et
al., 2005; Tatarenkov et al., 1999a and 2001), Samoaia (Pélandakis and Solignac,
1993; Robe et al., 2005; Tatarenkov et al., 1999a e 2001), Scaptomyza (DalLage et al.,
2007; DeSalle, 1992b; Katoh et al., 2000; Kwiatowski and Ayala, 1999; Remsen and
DeSalle, 1998; Remsen and O’Grady, 2002; Russo et al., 1995; Tatarenkov et al.,
1999a and 2001), and Zaprionus (DalLage et al., 2007; Katoh et al., 2000; Kwiatowski
et al., 1997; Kwiatowski and Ayala, 1999; Pélandakis and Solignac, 1993; Remsen and
DeSalle, 1998; Remsen and O’Grady, 2002; Robe et al., 2005; Russo et al., 1995;
Tatarenkov et al., 1999a and 2001; Yotoko et al., 2003). All these data reflect the
catchall property that the term Drosophila has acquired.

Our phylogenies also present strong support for Sophophora being basal to the
other Drosophila, in agreement with Throckmorton (1975) and more recent molecular
data (DalLage et al., 2007; Katoh et al., 2000; Kwiatowski et al., 1997; Kwiatowski and
Ayala, 1999; Remsen and DeSalle, 1998; Remsen and O’Grady, 2002; Robe et al.,
2005; Russo et al., 1995; Tatarenkov et al., 1999a and 2001), but contrasting with
Grimaldi (1990) and DeSalle (1992a). According to our dating estimates, the split
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between Sophophora and the other species of Drosophila occurred near the K-T
boundary, about 55 Mya, in agreement with Tamura et al. (2004). Furthermore, the
TET supports the subgenus Dorsilopha and the genus Samoaia as the next to branch
off following Sophophora, a result incongruent with the derived branching presented for
these by Throckmorton (1975), but congruent with Robe et al. (2005) and Tatarenkov
et al. (1999a and 2001) as regards Dorsilopha, but not Samoaia. In this case,
Dorsilopha diverged from the other species about 52.85 Mya, whereas the branching of
Samoaia occurred at approximately 49 Mya.

Otherwise, Hirtodrosophila, Scaptomyza, Liodrosophila and Zaprionus occupy
more derived positions in our phylogenies, branching inside a paraphyletic subgenus
Drosophila clade, which further branches off to divide into three major lineages: (1) the
Hawaiian Drosophilidae radiation, arisen about 30.75 Mya; (2) the virilis-repleta
radiation, began at aproximately 34.61 Mya; (3) the immigrans-tripunctata radiation,
occurred about 41.74 Mya. In this case, the clade joining Scaptomyza with the
Hawaiian species of Drosophila and the Hirtodrosophila lineage define the virilis-repleta
radiation sister taxons, whereas Liodrosophila and Zaprionus are clustered as the
immigrans-tripunctata radiation sister lineage. The separation between these two major
clade is estimated to have occured about 44.78 Mya.

Throckmorton (1975) recognized the existence of two major radiations within
the subgenus Drosophila: the immigrans-Hirtodrosophila and the virilis-repleta ones.
According to this author, Hirtodrosophila, the Hawaiian Drosophilidae and Zaprionus
take part of the immigrans-Hirtodrosophila radiation, while Liodrosophila is basal in
relation to the virilis-repleta and immigrans-Hirtodrosophila radiations. Grimaldi (1990),
on the other hand, clusters Zaprionus and Liodrosophila as members of the genus
Drosophila sister clade, while Scaptomyza and the clade grouping the genera
Hirtodrosophila and Idiomyia (Hawaiian species of Drosophila) are placed even more
distantly. DeSalle (1992b), nevertheless, suggests that Scaptomyza and the Hawaiian
species of Drosophila cluster as the subgenus Drosophila sister clade, given that the
so defined clade presents Liodrosophila as closest outgroup (DeSalle, 1992a). At the
same time, however, DeSalle (1992a) presents Hirtodrosophila and Zaprionus in a
nested succession outside the genus Drosophila.

Nowadays, most evidences agree with our data in that the Hawaiian species of
Drosophila and Scaptomyza form a monophyletic group which is sister to the virilis-
repleta radiation (Katoh et al., 2000; Kwiatowski and Ayala, 1999; Remsen and
DeSalle, 1998; Remsen and O’Grady, 2002; Russo et al., 1995; Tatarenkov et al.,
1999a and 2001). The picture concerning the Hirtodrosophila positioning is

nevertheless a little different. Although the clustering between this genus and the
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members of the virilis-repleta radiation plus Hawaiian Drosophilidae had previously
been reported by Tatarenkov et al. (1999a and 2001), this should be interpreted with
caution, since neither these nor our topology present strong confidence for this
relationship. Besides, among most of the evidences that support Hirtodrosophila as a
derived taxon within Drosophila, it is either favored as one of the first to branch off next
to Sophophora (DalLage et al., 2007; Remsen and DeSalle, 1998), or it is connected to
the immigrans-tripunctata radiation species (Kwiatowski and Ayala, 1999; Robe et al.,
2005; Throckmorton, 1975).

The clustering of Liodrosophila and Zaprionus is another striking result
presented by this study. Although previously reported by Grimaldi (1990), Robe et al.
(2005) and Tatarenkov et al. (2001), this relationship attained an unprecedented level
of support in our TET. Liodrosophila was previously reported as one outgroup to the
subgenus Drosophila (DalLage et al., 2007; DeSalle, 1992a; Throckmorton, 1975), and
its positioning within the subgenus Drosophila was only weakly supported by
Tatarenkov et al. (1999 and 2001). At the same time, the phylogenetic affinity between
Zaprionus and the immigrans-tripunctata radiation species, as suggested by
Throckmorton (1975), received only a tenuous molecular support till now in Robe et al.
(2005) and in some topologies presented by Kwiatowski and Ayala (1999) and
Tatarenkov et al. (1999a and 2001). Most evidences place Zaprionus as one of the
subgenus Drosophila closest outgroups (DalLage et al., 2007; Remsen and DeSalle,
1998; Remsen and O’Grady, 2002; Russo et al., 1995; Yotoko et al., 2003).

Concerning the subgenus Drosophila species subdivision, although Robe et al.
(2005) provided additional support for Throckmorton’s (1975) immigrans-
Hirtodrosophila and virilis-repleta radiations, the data presented by Kwiatowski and
Ayala (1999), Remsen and DeSalle (1998), Remsen and O’Grady (2002) and
Tatarenkov et al. (2001) better conform our three radiation hypothesis. In this case,
although Ddc individual Bayesian analysis recovered a clade that, except for the
inclusion of Liodrosophila and D. funebris, and for the exclusion of Dorsilopha and D.
immigrans, intimately resembled Throckmorton’'s (1975) immigrans-Hirtodrosophila
radiation, this result was not further supported in our TET. Instead, our combined
results agree with Remsen and O’'Grady’s (2002) immigrans-tripunctata lineage, since
besides including D. funebris, it also excludes the Hawaiian Drosophilidae and the
Dorsilopha, Hirtodrosophila and Samoaia taxa.

As regards our TET virilis-repleta radiation, D. polychaeta is the early offshoot,
in accordance with previous studies (DalLage et al., 2007; Tatarenkov and Ayala, 2001;
Throckmorton, 1975; Wang et al., 2006). The clade joining D. robusta with D. melanica

is the next to branch off, whereas D. virilis clusters with the clade comprising the

154



monophyletic repleta radiation, the bromeliae/nannoptera and the
annulimana/flavopilosa sister groups lineages, a pattern largely congruent with
Tatarenkov and Ayala (2001). In this case, although the clustering of D. robusta and D.
melanica seem to be well established (Remsen and O’Grady, 2002; Throckmorton,
1975; Wang et al., 2006), the D. virilis branching position agrees with some previous
studies (DalLage et al., 2007; Remsen and DeSalle, 1998; Remsen and O’Grady, 2002)
but not with others (Katoh et al., 2000; Robe et al., 2005; Tatarenkov et al., 2001;
Throckmorton, 1975; Wang et al., 2006). The positioning of the annulimana group with
the flavopilosa group conflicts with Throckmorton (1975), according to which it
branches off earlier, whereas the clustering of the nannoptera and bromeliae groups
entirely agrees with his work. The derived repleta radiation as suggested by
Throckmorton (1975) is also recovered here, although the proposed dreyfusi and
canalinae sister groups relationship was not encountered. At less inclusive levels, our
data support the subdivision of the mesophragmatica group into three main lineages
[(1) the D. viracochi lineage; (2) the D. pavani/D. gaucha lineage; (3) and the D.
gasici/D. brncici/D. mesophragmatica lineage], in agreement with previous studies
(Brncic et al., 1971; Brncic and Koref-Santibafiez, 1957; Mota et al., in press; Nair et
al., 1971). The flavopilosa group internal subdivision is also recovered, at least
concerning the species here analyzed, since D. incompta (nesiota subgroup) is the
furthest, whereas D. cestri, D. cordeiroi and D. flavopilosa (flavopilosa subgroup) are
closely related.

In contrast with previous molecular evidences (DalLage et al., 2007; Remsen
and O’Grady, 2002; Robe et al., 2005; Yotoko et al., 2003) the immigrans-tripunctata
radiation relationships are well resolved in this study. In this sense, the basal
divergence of D. immigrans is here recognized, a result highly congruent with previous
analyses (Remsen and O’Grady, 2002; Robe et al., 2005; Throckmorton, 1975; Yotoko
et al.,, 2003). The quinaria, funebris and probably testacea groups are the next to
branch off, while the remaining clade defines a monophyletic tripunctata radiation, in
agreement with DalLage et al. (2007), Robe et al. (2005) and Throckmorton (1975). The
particular relationships presented by the quinaria, funebris, and testacea groups are,
nevertheless, a little conflicting. These groups are presented in a nested succession in
the Amd and Amd + Ddc phylogenies, whereas Ddc and the immigrans-tripunctata TET
favor quinaria and funebris as sister groups. Notwithstanding, in DalLage et al. (2007)
the quinaria, funebris and testacea groups are clustered together, with quinaria as the
early offshoot, while in Robe et al. (2005) the funebris and testacea groups are sister
taxa, more closely related to the tripunctata radiation clade than to the quinaria group.

Remsen and O’Grady (2002), on the other hand, present the quinaria, funebris and
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testacea lineages independently embedded within the tripunctata radiation, making it a
paraphyletic taxon. The funebris and testacea groups also define a paraphyletic
tripunctata radiation in Yotoko et al. (2003).

Within the tripunctata radiation clade recovered in our TET's three main
lineages are defined, all of which occurred at about 18.5 Mya: (1) the tripunctata
lineage; (2) the cardini lineage; (3) the mediostriata lineage. Contrary to previous
studies (Robe et al., 2005; Yotoko et al., 2003), relationships are well defined across
and within these lineages, although the short length of their internal basal branches,
and their superimposed estimated divergence times agree with the rapid radiation
hypothesis first presented by Throckmorton (1962). Also congruent with previous
morphological and molecular evidences (DalLage et al., 2007; Frota-Pessoa, 1954;
Kastritsis, 1969; Robe et al., 2005; Yotoko et al., 2003) is the absence of support to the
tripunctata group monophyly in all the recovered trees, where members of this group
appear intermingled among members of the pallidipennis, guarani, cardini, calloptera
and guaramunu groups. Moreover, the position of the tripunctata group species along
the tree do not agree with Frota-Pessoa’s (1954) subdivision, since members of
different subgroups are scattered across the tripunctata radiation clade. On the other
hand, the monophyly of the cardini, guarani and guaramunu groups is largely
recovered, at least with regard to the species here sampled. Concerning the cardini
group relationships, the cardini subgroup was always paraphyleticaly defined with
respect to the dunni subgroup, a result also presented by Brisson et al. (2006). The
cardini group internal relationships were, however, highly unstable, mainly because of
the D. neocardini floating positioning. In general, after the splitting of D. cardini, two
main clades arise: (1) the dunni subgroup; (2) the clade joining D. polymorpha, D.
neocardini and D. cardinoides. As this kind of clustering had not been previously
reported, which is surprising taking into account the large number of alternative
evolutionary hypotheses presented for this group (Brisson et al., 2006; Heed, 1962;
Heed and Russell, 1971; Napp and Cordeiro, 1971), the cardini group may represent a
seed to the study of complex evolution, where hybridization, ancestral polymorphisms
and explosive radiations appear to have acted together to produce its present day
diversity.

Another striking result presented by our analyses is in agreement with Tamura
et al. (2004) in that 68% of the recovered divergence times are clustered close to
periods of major climatic change, specially in paleoclimatic cooling periods that
occurred throughout the Cenozoic. Hence, only 22 of the 75 nodes presented in our
subgenus Drosophila TET are dated to near the Middle Oligocene and to the Early

Miocene (35 to 15 Mya), known to be stable climatic epochs. Nevertheless, 21 of these
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22 nodes refer exactly to the basal branching points within the three recovered
radiations (see Figure 4). So, it is likely that a pattern different from that reported by
Tamura et al. (2004) acted in the subgenus Drosophila basal evolution. Maybe some of
these diversification events were allowed by the expansion to the New World,
correlated to the exploration of new and different niches, which led to some kind of
complex evolution where polymorphic ancestral populations rapidly and successively
subdivided (Throckmorton, 1962). It is particularly interesting that both the virilis-repleta
and the immigrans-tripunctata radiations share parallel evolutionary patterns, in which
mainly Asian groups comprise the early offshoots (represented by the polychaeta and
the immigrans groups, respectively), followed by the intermediate branchings of
primarily Holartic groups (represented by the robusta, melanica and virilis groups in the
virilis-repleta radiation, and by the quinaria, funebris and testacea groups in the
immigrans-tripunctata radiation), whereas the derived clades comprise Neotropical
exclusive species. Thus, it is likely that similar historical events undertook both
scenarios. Nevertheless, only the accruement of additional studies including new
markers and new species will approach the real picture, proving this hipothesis true or

false, and improving its details.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Structure of the Amd, Ddc and Hb genes, and strategy for amplification and

sequencing. On the top of each figure, black arrows represent exons, while grey boxes
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denote the introns. Just bellow these genomic maps, hachured boxes reflect the coding
regions, and light grey arrows represent the different RNA precursors transcribed from
different promoters. A) The AmdEx4F and the Amd-bw primers were used to amplify a
region of 962 pb region from the Amd fourth exon. This gene encodes two different
isoforms, A and B, derived from different transcripts (Adams et al., 2000). B) The BPF
and BPR primers, both annealing in the Ddc fourth exon, generate a 1,184 pb
amplicon. Ddc encodes three different isoforms, A, B and C, which originate through
alternative transcription start sites and also through alternative splicing (Adams et al.,
2000). C) Hb106F and Hb903R primers were used to amplify a region of variable
length from the hunchback coding region. The deviations in size are due to the
presence of a hypervariable region in the second half of the amplified fragments, which
contrasts with the conserved first half that includes a Zinc-Finger region. Although two
different precursor RNA’s are transcribed, they present the same coding properties

(Treier et al., 1989).

Figure 2: Majority-rule consensus trees obtained through the Bayesian inference
analysis from the Amd data partition. Numbers at the nodes are the posterior
probability estimates for each clade. Branch lengths are proportional to the scale given
in substitutions per nucleotide. The taxonomic property of the most inclusive clades is

indicated to the right, where quotation marks denote a paraphyletic status.

Figure 3: Majority-rule consensus trees obtained through the Bayesian inference
analysis from the Ddc data partition. Numbers at the nodes are the posterior probability
estimates for each clade. Branch lengths are proportional to the scale given in
substitutions per nucleotide. The taxonomic property of the most inclusive clades is

indicated to the right, where quotation marks denote a paraphyletic status.
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Figure 4: Majority-rule consensus tree obtained through the Bayesian inference
analysis from the Amd and Ddc combined data partition. Numbers to the left of the
nodes are the posterior probability estimates for each clade, while numbers in small
print to the right of each node are those referred to in Tables 4 and 5. Those numbers
that are involved in a rectangle refer to nodes whose divergence is dated to the
Oligocene and Early Miocene (35 to 15 Mya). Branch lengths are proportional to the
scale given in substitutions per nucleotide. The taxonomic property of the most
inclusive clades is indicated to the right, where quotation marks denote a paraphyletic

status.

Figure 5: Majority-rule consensus tree obtained through the Bayesian inference
analysis from the Amd, Ddc, Hb and COIl combined data partition. Numbers to the left
of the nodes are the posterior probability estimates for each clade, while numbers in
small print to the right of each node are those referred to in Table 7. Branch lengths are
proportional to the scale given in substitutions per nucleotide. The taxonomic property
of the OTU’s are indicated in the middle right of the figure, while a new proposal of

internal subdivision for the tripunctata lineage is presented at the far right.

Figure 1S: Maijority-rule consensus trees obtained through the Bayesian inference
analysis from the Hb data partition. Numbers at the nodes are the posterior probability
estimates for each clade. Branch lengths are proportional to the scale given in
substitutions per nucleotide. The taxonomic property of the OTU’s is indicated to the

right.
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Table 1

Taxonomic list of Drosophila taxa used in this study, with their source and GenBank accession numbers

. . . Accession numbers
Genus Subgenus Section Group Species Origin Amd Ddc b conl

Drosophila Drosophila quinaria- guarani D. ornat@frons_1: Porto Alegre, RS, Brazil EU444583 | EU446091 | EU447330 | AY162977
tripunctata D. ornatifrons_2 Joinville, SC, Brazil EU444584 | EU446090 | EU450643 | AY162978
D. subbadia El Narango, México EU444594 | EU446099 | EU447341 | AY847772
D. guaru® Joinville, SC, Brazil EU444566 | EU446072 | EU447315 | AY847763
guaramunu D. maculifrons_1° Santa Maria, RS, Brazil EU444570 | EU446076 | EU447318 | AY847766
D. maculifrons_2° Florianépolis, SC, Brazil EU444571 | EU446077 | EU447319 | AY162979
D. griseolineata_1° Porto Alegre, RS, Brazil EU444565 | EU446071 | EU447314 | AF478426

D. griseolineata_2° Florianépolis, SC, Brazil - EU446070 | EU447313 -
tripunctata D. tripunctata’ lowa River, lowa, EUA AF293728 | AF324964 | EU447342 | AF478432
D. nappae_1° Itapu3, RS, Brazil EU444580 | EU446088 | EU447327 | AY162983

D. nappae_2° Porto Alegre, RS, Brazil EU444579 | EU446086 | EU447326 -

D. nappae_3b Florianépolis, SC, Brazil - EU446087 - -
D. paraguayensis_1° Porto Alegre, RS, Brazil EU444588 | EU446094 | EU447334 | AY162986
D. paraguayensis_Zb Florianoépolis, SC, Brazil EU444587 | EU446093 | EU447333 | AY162987
D. cuaso® Florianépolis, SC, Brazil EU444563 | EU446068 | EU447311 | AY162984

D. roehrae® Florianoépolis, SC, Brazil EU444593 - EU447340 -
D. mediopunctata_1? Porto Alegre, RS, Brazil EU444575 | EU446083 | EU447322 | AY162989
D. mediopunctata_2? Itatiaia, RJ, Brazil EU444574 | EU446081 | EU447321 | AY162988
D. bandeirantorum_1? Porto Alegre, RS, Brazil EU444556 | EU446061 | EU447306 | AY162991
D. bandeirantorum_2?% Derrubadas, RS, Brazil EU444557 | EU446062 | EU447307 | AY162990
D. mediostriata_1? Porto Alegre, RS, Brazil EU444577 | EU446085 | EU447324 | AY847767
D. mediostriata_2? Porto Alegre, RS, Brazil EU444578 | EU446084 | EU447325 | AY847759
D. paramediostriata_1? Porto Alegre, RS, Brazil EU444589 | EU446096 | EU447336 | AY162996
D. parame'diostriata_Zb Florianoépolis, SC, Brazil EU444590 | EU446095 | EU447335 | AY162995

D. crocina Marko, Brazil EU444562 | EU446067 | EU447310 -
D. unipunctata’ Medellin, Colombia EU444595 | EU446100 | EU447343 | AF246488
D. mediodiffusa’ Maricao, Porto Rico EU444572 | EU446078 | EU447320 | AF246465

D. mediopictoides’ Boquete, Panama EU444576 | EU446080 | EU447323 -
D. mediopicta® Porto Alegre, RS, Brazil EU444573 | EU446079 - AY847768
cardini D. cardinoides® Porto Alegre, RS, Brazil EU444559 | EU446064 | EU447309 | AY162975
D. neocardini® Porto Alegre, RS, Brazil EU444581 | EU446089 | EU447328 | AY847770
D. polymorpha_1? Porto Alegre, RS, Brazil EU444592 | EU446098 | EU447339 | AY162976

D. polymorpha_2b Florianépolis, SC, Brazil EU444591 | EU446097 | EU447338 -
D. nigrodunni’ Barbados, Caribe EU444582 | EU446101 | EU447329 | AY173201
D. arawakana St Kitts, Caribe EU444555 | EU446060 | EU447305 | AY173165
D. cardini’ ) Itaqui, RS, Brazil EU444558 | EU446063 | EU447308 | AY162974
calloptera D. ornatipennis’ Guadalupe Island, Caribe EU444585 - EU447331 | AF478419
pallidipennis D. pallidipennis® Joinville, SC, Brazil EU444586 | EU446092 | EU447332 | AY162981
testaceae D. putrida - AF293723 - - AF183992
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Scaptomyza

Hirtodrosophila
Zaprionus

Liodrosophila
Samoaia

Sophophora

Dorsilopha

virilis-repleta

quinaria
immigrans

funebris

mesophragmatica

flavopilosa

annulimana

repleta

dreyfusi
canalinea
bromeliae
nannoptera
virilis
robusta
melanica
polychaeta
HPW*
MMP*
melanogaster

obscura

S.

FNNIV©VOUDUUUUD000U0U0000U000000000000000D0000000

phalerata’
immigrans_1
immigrans_2
immigrans_3*
funebris’
gasici_1°
gasici_2°
gasici_3°
brncici®

a

mesophragmatica®

gaucha’
pavani®
viracochi®
flavopilosa”
cordeiroi”
cestri"
incompta”
annulimana®
aracataca
hydei®
mulleri
buzzatii
repleta
mercatorum”
ellisoni
camargoi
canalinea
bromeliae
nannoptera
virilis
robusta
melanica
polychaeta
gymnobasis
mimica
simulans
erecta
pseudoobscura
busckii®
palmae
adusta
pictiventris
indianus®
tuberculatus'
aerea
leonensis

Beirut, Lebanon

Porto Alegre, RS, Brazil
Joinville, SC, Brazil
Mexico City, Mexico
Arica, Chile
Cochabamba, Bolivia
Bogota, Colombia
Bogotda, Colombia

La Paz, Bolivia
Campos do Jordao, SP, Brazil
La Florida, Chile
Bogota, Colombia
Santa Maria, RS, Brazil
Santa Maria, RS, Brazil
Santa Maria, RS, Brazil
Santa Maria, RS, Brazil
Florianopolis, SC, Brazil
Florianoépolis, SC, Brazil

Florianoépolis, SC, Brazil

Turrialba, Costa Rica

Porto Alegre, RS, Brazil

Porto Alegre, RS, Brazil

AF293721 | AF293745 | EU447337
AF293713 | AF293738 -
EU444568 | EU446074 | EU447317
EU444567 | EU446073 | EU447316
AF293709 | AF293734 | EU447312
EF560567 | EF559366 -
EF560568 | EF559367 -
EF560569 | EF559368 -
EF560566 | EF559365 -
EF560572 | EF559369 -
AF324955 | AF324971 -
EF560570 | EF559370 -
EF560571 | EF559371 -
EU444564 | EU446069 -
EU444561 | EU446066 -
EU444560 | EU446065 -
EU444569 | EU446075 -
EU444554 | EU446059 -
AF324949 | AF324965 -
AF293712 | AF293737 -
AF324958 | AF324974 -
AF324947 | AF324980 -
AF324961 | AF324977 -
AF324957 | AF324973 -
AF324953 | AF324969 -
AF324951 | AF324967 -
AF324952 | AF324968 -
AF324950 | AF324966 -
AF324959 | AF324975 -
AF293729 | AF293749 -
AF293724 | AF293747 -
AF324956 | AF324972 -
AF324960 | AF324976 -
AF293710 | AF293735 -
AF293716 | AF293741 -
AF293726 | AY197770 -
AF293708 - -
AF293722 | AF293746 -
AF293707 | AF293733 -
AF293718 | AF293743 -
AF293704 | AF293732 -
AF293711 | AF293736 -
EU444597 | EU446103 | EU447344
AF293731 | AF293751 | EU447345
AF293715 | AF293740 -
AF293725 | AF293748 -

AF147115
AF478424
AY162993
AF519324
AF478422

AY847774
AF478440
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Scaptodrosophila S. Iatifasciaeforr_nisj Canal Zone, Panama EU444596 | EU446102 - -
S. lebanonensis’ Veyo, Utah AF293714 | AF293739

(1) The classification presented by Béachli (2008) was adopted in this paper, except for the subdivision of the former guarani group into the guarani and guaramunu groups, for the desynonimization
between D. mediostriata and D. crocina, and for the inclusion of the Hawaiian HPW and MMP drosophilids groups within the genus Drosophila. (2) When more than one population from a same
species was sampled, different terminal numbers were added to the species name. (3) Population origin refers only to samples which were the source of new sequences. (4) Newly obtained
sequences are underlined. (5) For the COIl data set, the Acc. No. referred to D. ornatipennis is from D. calloptera, which was utilized as a placeholder.

* Hawaiian picture-winged (HPW) and modified mouth parts (MMP) are groups of Hawaiian drosophilids.

Capital letters refer to the fly collectors and/or suppliers: *Dr. Luciano Basso da Silva, "M.Sc. Marco Silva Gottschalk, °Dra. Daniela Cristina De Toni, “MSc. Jonas da Silva Dége, °Dr. Elgion Lucio
Loreto, 'M.Sc. Maricia Fantinel D’Avila e M.Sc. Marco Silva Gottschalk, °Dra. Myriam Budnik, "M.Sc. Adriana Ludwig, Dr. Jean David, 'Species obtained at Tucson Drosophila Stock Center.
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Table 2

Descriptive characteristics of the data partitions used in this study

Absolute numbers’

Base Frequencies”

Partition | OTU’s Sites | V Sites | Pl Sites | T8/TV A c G T X2 Test
Amd 85 910 540 465 3.747 | 0.226 | 0.301 | 0.234 | 0.239 | 455.066 (df=252)"
Ddc 84 1,105 515 454 4.036 | 0.187 | 0.356 | 0.226 | 0.231 | 438.105 (df=249)"
Amd+Ddc 81 2,015 1,050 912 3.953 | 0.202 | 0.332 | 0.235 | 0.231 | 762.116 (df=240)**
Hb 42 507 209 191 4.237 | 0.227 | 0.367 | 0.198 | 0.208 | 160.339 (df=123)*
All data 39 3,194 1,344 1,086 | 3.720 | 0.205 | 0.291 | 0.259 | 0.245 | 706.870 (df=114)**

1- As obtained empirically by Mega 3.1 software.
2- As obtained by BaseML estimates under the HKY85 model (Hasegawa et al., 1985).
V = Variable; Pl = Parsimony Informative; Ts/Tv = Transition/Transversion ratio.

* Significant at the 0.05 level; ** Significant at the 0.01 level.
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Table 3
Optimal substitution models and parameters for the different data sets, as indicated by the
AIC test implemented by ModelTest 3.7

Partition Model Base frequencies Rate Matrix | a

A-C =2.1591
A=0.1911 A-G =4.8375
C =0.2906 A-T =2.1889

Amd GTR+1+G G = 0.9872 C-G = 0.8887 0.3761 1.0021
T=0.2311 C-T =6.0419
G-T = 1.0000
A-C =3.0222
A =0.1557 A-G =5.9398
C =0.3425 A-T = 2.6954

Ddc GTR+I1+G G = 0.2882 C-G = 1.0808 0.5043 0.9308
T=0.2137 C-T =8.0790
G-T = 1.0000
A-C = 2.6366
A =0.1658 A-G = 5.6765
C=0.3213 A-T = 2.5885

Amd + Ddc GTR+I1+G G = 0.2892 C-G = 0.9353 0.4469 0.9445
T=0.2238 C-T =6.9707
G-T = 1.0000
A-C =2.2718
A =0.1988 A-G = 8.2577
C=0.3614 A-T =3.1541

Hb TVM+1+G G = 02321 C-G = 1.9343 0.5571 2.4703
T=0.2078 C-T =8.2577
G-T = 1.0000
A-C = 2.3564
A =0.2288 A-G =5.4039
C =0.2566 A-T = 3.4535

All data GTR+1+G G = 02470 C-G = 29712 0.4592 0.9049
T =0.2676 C-T =9.9264
G-T = 1.0000

| = Proportion of invariable sites; a = gamma distribution shape parameter.
GTR = General Time Reversible (Rodriguez et al., 1990); TVM = Tranversional Model.
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Table 4
Average Partitioned Bremer Support (PBS) scores for each gene partition across the

subgenus Drosophila TET (Fig. 4)

Partitions
Clade Amd Ddc

1 5.4 5.6

2 4.2 0.8

3 1.2 3.8

4 2.7 -0.7

5 1.8 -0.8

6 9.2 9.8

7 14.0 -5.0

8 7.2 10.8

9 25.2 16.8
10 -0.8 3.8
11 28.2 30.8
12 0.2 -0.2
13 10.7 22.3
14 -1.3 1.3
15 0.2 -0.2
16 12.7 2.3
17 3.7 5.3
18 25.7 12.3
19 -0.8 4.8
20 6.0 5.0
21 46.2 28.8
22 0.2 -0.2
23 -3.5 7.5
24 1.2 12.8
25 38.7 12.3
26 0.2 -0.2
27 6.2 0.8
28 56.4 28.6
29 0.2 -0.2
30 294 16.6
31 8.7 -3.7
32 0.2 -0.2
33 8.5 -3.4
34 0.0 0.0
35 19.2 -9.2
36 47.2 28.8
37 10.5 -5.5
38 29.2 12.8
39 0.2 -0.2
40 0.0 0.0
41 7.2 11.8
42 12.2 10.8
43 13.7 10.3
44 9.9 5.1
45 19.2 10.8
46 10.2 0.8
47 16.2 -8.2
48 0.0 0.0
49 5.7 0.3
50 14.2 -7.2
51 7.2 -2.2
52 10.2 -4.2
53 2.2 1.8
54 21.2 16.8
55 4.2 1.8
56 2.2 -1.2
57 6.2 2.8
58 31.2 6.8
59 32.7 30.3
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60 0.2 5.8
61 0.2 -0.2
62 0.2 -0.2
63 9.2 4.8
64 0.2 -0.2
65 0.2 -0.2
66 19.2 17.8
67 35.0 4.0
68 1.2 5.8
69 0.0 0.0
70 0.2 -0.2
71 4.2 0.8
72 0.2 -0.2
73 10.2 -6.2
74 29.2 -3.2
75 10.2 -6.2
> PBS 809.9 364.2
Min steps 1,034 925
Nfi':BstS;ps 0.78 0.39

* PBS values summed across the tree and standardized by the minimum number of steps for each partition.
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Table 5

Estimated divergence times of the subgenus Drosophila TET internal nodes, as presented

in Figure 4
Node Mean time Standard Lower limit | Upper limit
deviation

1 2.09 0.67 1.04 3.63
2 415 1.15 2.29 6.76

3 5.66 1.45 3.24 8.92
4 0.27 0.19 0.014 0.74

5 0.65 0.32 0.17 1.44
6 1.25 0.49 0.51 242

7 6.26 1.56 3.65 9.75

8 0.67 0.42 0.07 1.71

9 4.64 1.39 2.45 7.86
10 14.14 2.78 9.37 20.13
11 1.59 0.72 0.51 3.36
12 18.48 3.30 12.71 25.56
13 1.57 5.26 7.48 2.78
14 6.93 1.61 4.26 10.53
15 8.03 1.79 5.04 11.99
16 4.08 1.14 2.25 6.67
17 8.82 1.91 5.61 12.97
18 10.75 2.24 6.93 15.56
19 2.32 0.70 1.22 3.91
20 1.18 0.41 0.55 2.14
21 3.04 0.85 1.70 4.99
22 18.32 3.31 12.66 25.54
23 19.74 3.46 13.71 27.14
24 2.98 0.94 1.52 5.22
25 4.98 1.36 2.83 8.17
26 15.70 2.98 10.58 22.15
27 0.73 0.36 0.17 1.60
28 1.62 0.55 0.77 2.95
29 16.94 3.10 11.55 23.50
30 1.44 0.71 0.35 3.14
31 15.54 2.96 10.41 21.86
32 18.44 3.29 12.67 25.34
33 22.13 3.73 15.60 29.87
34 29.07 4.48 20.97 38.32
35 31.08 4.62 22.64 40.42
36 0.97 0.74 0.065 2.82
37 41.74 5.55 31.52 52.64
38 20.30 3.82 13.52 28.41
39 37.00 5.20 27.43 47.33
40 43.59 5.65 33.18 54.69
41 0.18 0.14 0.007 0.52
42 2.60 0.80 1.34 4.46
43 5.32 1.32 3.18 8.23
44 112 0.50 0.30 2.30
45 7.09 1.60 4.42 10.64
46 5.01 1.17 3.08 7.65
47 6.62 1.45 4.16 9.81
48 6.64 1.47 417 9.95
49 8.15 1.70 5.27 11.89
50 10.37 2.05 6.84 14.83
51 14.05 2.53 9.61 19.43
52 16.23 2.85 11.20 22.25
53 17.91 3.03 12.51 24.22
54 11.79 2.38 7.67 16.92
55 19.66 3.27 13.81 26.56
56 6.81 1.68 4.04 10.54
57 8.04 1.84 4.95 12.00
58 11.45 2.33 7.46 16.48
59 4.75 1.33 2.63 7.81
60 20.99 3.35 14.90 27.86
61 24.82 3.71 17.96 32.29
62 27.67 3.96 20.33 35.58
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21.98
31.82
34.61
15.73
17.93
30.75
39.52
42.17
44.78
48.99
52.85
39.98
55.08

3.56
4.31
4.66
2.93

3.72
4.98
5.40
5.76
6.48
7.01
6.53
7.33

15.55
23.82
26.01
10.48
12.23
23.72
30.15
32.14
34.11
37.12
40.07
28.43
41.77

29.24
40.14
43.68
21.77
24.43
36.68
48.92
52.53
56.07
61.92
67.02
53.49
69.98
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Table 6

p values resulting from PHT between Amd, Ddc, Hb and COIl data partitions as concerns
the immigrans-tripunctata radiation species

Amd Ddc Hb Coll
Amd - 0.057 0.021* 0.001**
Ddc - 0.003** 0.001**
Hb - 0.001**
Coll -

* Significant at the 0.05 level; ** Significant at the 0.01 level.
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Table 7
Average Partitioned Bremer Support (PBS) scores for the Hb and COII gene partitions

across the immigrans-tripunctata radiation TET (Fig. 5)

Partition

Clade Hb coll
1 6.0 4.0
2 7.0 10.0
3 0.0 0.0
4 2.0 0.0
5 2.0 0.0
6 10.0 -3.0
7 5.0 -1.0
8 8.5 1.5
9 9.5 5.0
10 0.0 0.0
11 4.0 1.0
12 0.0 0.0
13 -2.0 9.0
14 -2.0 9.0
15 10.0 7.0
16 2.0 1.0
17 17.0 0.0
18 11.0 11.0
19 14.0 17.0
20 40.0 4.0
21 0.0 0.0
22 0.0 0.0
23 17.7 21.7
24 0.0 0.0
25 2.5 25.0
26 34.0 4.0
27 0.0 0.0
28 12,5 8.5
29 21.0 1.5
30 0.0 0.0
31 0.0 0.0
32 3.5 3.5
33 4.0 -0.5
34 4.5 2.0
35 29.0 31.0
36 14.0 6.0
> PBS 286.7 178.2
Min steps 303 380

*2 PBS/

Min steps 0.95 0.47

* PBS values summed across the tree and standardized by the minimum number of steps for each partition.

177



Figure 1

B)

A)

AmdEx4F

BPF

< Amd-bw

~ BPR

b
4

IA Precursor RNA

IB and IC Precursor RNA

IB Precursor RNA

oefretetey

HbI06F

Hb903R

P1 Precursor RNA

P2 Precursor RNA

178



Figure 2

Dmediodiffusa
Dmediopictoides

Dmaculifrons 1
Dmaculifrons 2
Dgriseolineata 1
Dmed:ostnara 1
Lo Dmediostriata 2
Dcrocina
Dnappae 2
Dnappae 1
Dornatipennis
Darawakana
Dnigrodunni
D !neoca’.:d:rg
polymorpha
Dpolymorpha 1
Dcardinoides
Dcardini
Dornatifrons 1
Dornatifrons 2
Dguaru
Dsubbadia
Loy ut_m[ Dcuaso
L0 Dparaguayensis 2
L Dparaguayensis 1
Dtripunctata
Dmediopunctata 2
Dmediopunctata 1
Dumpuncrai‘a

0.91

Droehra
Dbande;rantomm 1

Dbandeirantorum 2
pallidipennis

). 94

1.0

Dputrida
Dfunebris

%haferara

s immigrans 3
.'mm,i rans 1
:mm: rans 2

1,000

S.feon%;sm .

1.0 ES!GI
ESJCJ'

asic
mesophragmanca

Dpavani
8 aucha

Dwracocm

Dmulleri
D u zalii
- Dhyde i

.'efa
Dmema?gmm
Dellisoni

id Dcamargoi
Dcanalinea

.95

Dbromeliae

1. IKJE" Dannulimana
Daracaraca
Dcorde:ro:

Dflavopilosa
Dincompta
Dvirilis P

Drobusta

2.0 Dmelanica

1.00

Dpolychaeta

1.00, Dmimica
1.00 Dgymnobasis
1.00, gpa.'mas
Sadust,

1.00 md.?anus
M‘—:ﬁubemufatus
Laerea

Hpictiventris
busckii

00— gjmufans
erecta
Dpseudoobscura

1.00f
1

099 Slatifasciaeformis

Slebanonensis

0.1

Dparamedmsmata 1
iparamediostriata 2

tripunctata

Dnannoptera

Radiation

repleta

Radiation

immigrans-tripunctata

179

virilis-repleta

Hawaiian
Drosophilidae

Radiation

Radiation

Radiation

“Subgenus

Drosophila”

Subgenus

Sophophora



Figure 3
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Figure 4

1.00

1.00

ar

Dmaculifrons 1
Dmaculifrons 2
Dgriseolineata 1

Dmediopicta

o6l Dmediodiffusa
1ooffe Dmediopictoides
Dparamediostriata 1
Dparamediostriata 2
1 00i2Ys Dmediostriata 1

—» - Dmediostriata 2

Dcrocina
. Dnappae 2
Dnappae 1
Dpolymorpha 2
Dpolymorpha 1
neocardini
Dcardinoides
Darawakana
Dnigrodunni
Dcardini
065~ Dguaru
Dsubbadia
= Dornatifrons 1
Dornatifrons 2

100 Dmediopunctata 2
Dmediopunctata 1
Dunipunctata

Dtripunctata
100> Deuaso
Dparaguayensis 2
— Dparaguayensis 1
3 Dbandeirantorum 1
Dbandeirantorum 2
Dpallidipennis

1.00

]ﬂ@

Dfunebris
Dphalerata
100, Dimmigrans 3

**Dimmigrans 1

Dimmigrans 2
Zindianus

Ztuberculatus

0.93

100

Laerea

Dbrncici
1Dgasici 3

Dgasici 2

Dgasici 1
Dmesophragmatica
wDpavani

gaucha

Dviracochi

Dmulleri

Dbuzzatii
Dhydei
Drepleta
Dmercatorum
Dellisoni
Dcamargoi

1.00/

Dcanalinea

Dbromeliae
Dnannoptera

=) Y8TE— Dcestri

Dcordeiroi

100 s Dflavopilosa
- —. —___ Dincompta
LO0c— Dannulimana

Daracataca
Dvirilis
Drobusta
Dmelanica

——]73

0.68]

. Dpolychaeta
Dmimica .
Dgymnobasis

Spalmae
Sadusta

Hpictiventris

Sleonensis

Dbusckii

Dsimulans

Dpseudoobscura

Slatifasciaeformis

Slebanonensis

tripunctata

Radiation

repleta

Radiation

181

immigrans-tripunctata
Radiation

Radiation

virilis-repleta

Hawaiian
Drosophilidae

Radiation

“Subgenus
Drosophila

Subgenus
Sophophora



Figure 5
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ABSTRACT

The mesophragmatica group of Drosophila belongs to the virilis-repleta radiation
of the Drosophila subgenus. This group comprises thirteen Neotropical species endemic to
south-American continent, which seem to be fundamentally Andean in their distribution.
The mesophragmatica group phylogeny has been inferred previously by other authors
based on morphological, cytological and isozyme analyses. However, the relationships
within the group have not yet been completely resolved, although its monophyletic origin
has already been confirmed by molecular data. This work attempts to enhance the
molecular approach of the relationships among the species of the mesophragmatica group,
using both nuclear and mitochondrial markers. The phylogenetic analyses were performed
using fragments of the nuclear alcohol dehydrogenase — Adh (631 bps), alpha-methyldopa
— Amd (1,211 bps), dopa-decarboxylase — Ddc (1,105 bps) and hunchback — Hb (687 bps)
genes and the mitochondrial cytochrome oxidase subunit 11 — COIl (672 bps) gene,
performing a total of 4,306 bps. The sequences obtained for eight representatives of the
mesophragmatica group were analyzed both individually and in combination, based on
distance methods, maximum parsimony and maximum likelihood. Our results support the
subdivision of the mesophragmatica group into three main lineages: the first composed by
D. viracochi; the second presenting a clade grouping the sibling D. pavani and D. gaucha;
and the third one encompassing D. gasici, D. brncici and D. mesophragmatica. The
recovered scenario also suggests that D. viracochi is the mesophragmatica group early
offshoot, with this and other early branchings occuring in the Pliocene/Pleistocene epochs,
possible associated with glacial Andean refuges. Also based on the obtained phylogenies,
we present a genealogical view of the evolution of previously described characters within

the group.
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of Mountains, Adh, Amd, COIl, Ddc, hunchback.

INTRODUCTION

The mesophragmatica group, described by Brncic and Koref-Santibafiez (1957),
belongs to the virilis-repleta radiation of the Drosophila subgenus (Robe et al., 2005;
Throckmorton, 1975). According to Vela and Rafael (2004), the group includes thirteen
Neotropical species endemic to the south-American continent: D. altiplanica Brncic and
Koref-Santibafiez, 1957; D. brncici Hunter and Hunter, 1964; D. camaronensis Brncic,
1957; D. canescens Duda, 1927; D. gasici Brncic, 1957; D. gaucha Jaeger and Salzano,
1953; D. mesophragmatica Duda, 1927; D. orkui Brncic and Koref-Santibanez, 1957; D.
pavani Brncic, 1927; D. viracochi Brncic and Koref-Santibafiez, 1957; D. amaguana Vela
and Rafael, 2004; D. ruminahuii Vela and Rafael, 2004; and D. shyri Vela and Rafael,
2004. All members of the mesophragmatica group can be distinguished by their external
characteristics, with the exception of D. gaucha and D. pavani, which are sibling species

(Brncic and Koref-Santibafiez, 1957).

With the exception of D. gaucha which can be found even in the south of Brazil, all
the species of this group are fundamentally Andean in their geographic distribution (Brncic
et al.,, 1971). The configuration of this System of Mountains facilitates the occurrence of
rapid speciation, since it leads to the formation of local isolated populations. According to
Brncic (1957), the mesophragmatica group can be considered as derived from such
evolutionary scenario, since its species are in general allopatric. In fact, it is probable that

the actual sympatric regions are the product of recent secondary contact (Nair et al., 1971).
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Brncic and Koref-Santibafiez (1957) presented a key based on external
morphological characteristics which permitted to identify three subgroups within the six
species then described for the mesophragmatica group: the first presenting species with
convergent anterior scutellars bristles (D. viracochi); the second with species dark brown
which have divergent anterior scutellars (D. mesophragmatica, D. orkui, D. altiplanica);
and the third with species light brown which have divergent basal scutellars (D. pavani and
D. gaucha). Nacrur (1958), based on the direction of the basal scutellars described by
Brncic and Koref-Santibafiez (1957), formally proposed to divide the six D.
mesophragmatica group species into two taxonomic lineages. This proposal was recently
recognized and updated by Vela and Rafael (2004), which also renamed those two
subgroups: the viracochi subgroup, comprising D. viracochi and D. ruminahuii; and the

mesophragmatica subgroup, containing the other eleven species of the group.

Phylogenetic relationships of the mesophragmatica group species have been
inferred by other authors based on cytological (Brncic et al., 1971) and isozyme (Nair et al.,
1971) analyses. These studies subdivided the mesophragmatica group in three lineages: the
first one formed by D. mesophragmatica, D. brncici and D. gasici; the second by D.
viracochi; and the third by D. gaucha and D. pavani. Although both of these studies were
in general agreement with the previously mentioned morphological data, the number of
subgroups and their external and internal relationships remained until now unsolved.
Besides that, the mesophragmatica group phylogeny has not yet been widely studied based
on molecular data. The group monophyly and its origin from the virilis-repleta radiation
were confirmed by Carrasco et al. (2003) and by Robe et al. (2005), but these works

presented contrasting results concerning the species relationships.
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Due to this controversy, the aim of the present study is to shed more light on the
evolutionary patterns involved on the mesophragmatica group speciation through a
molecular framework. Five independent loci were chosen to approach this issue: four
nuclear (Adh — alcohol dehydrogenase, Amd — a-methyldopa, Ddc — dopa-decarboxylase
and Hb - hunchback) and one mitochondrial gene (COIl — cytochrome oxidase subunit II).
These partitions were sequenced for the six species of the group for which stocks are now
available: D. brncici, D. gasici, D. mesophragmatica, D. gaucha, D. pavani and D.
viracochi. Phylogenetic analyses were performed for each gene individually and in
combination, in order to finally obtain a total evidence tree, which further refine the

relationships within the group.

MATERIALS AND METHODS

Table 1 lists all the species used in the present study, as well as their collection site
and the Genbank accession numbers at National Center for Biotechnology Information
(NCBI) for each of the studied markers. We chose D. hydei as the outgroup, because there
is ample evidence that the repleta group is closely related to the mesophragmatica group
(Durando et al., 2000; Tatarenkov and Ayala, 2001; Remsen and O Grady, 2002; Robe et
al., 2005). Tatarenkov and Ayala (2001) and Robe et al. (2005) even presented some

evidences that the repleta group is the sister clade of the mesophragmatica group.

The total DNA of each species or population established isolineage was extracted
according to the protocol described by Sassi et al. (2005). The five target loci were
amplified from each taxon under standard PCR conditions. PCR primers for the Amd, Adh,

Ddc and COIll genes were synthesized based on previous studies, while de Hb primers were
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newly designed for the present study: 5" TCG CAY GGM AAG ATG AAG AAC TAC AA
3" (Hb106F — forward primer) and 5" TCC AGT ASG GGA ARA AGG CCA TG 3’
(Hb903R — reverse primer). All these set of primers have their properties referred to in

Table 2.

The obtained PCR products were checked by horizontal electrophoresis in 0.8%
agarose gel stained with ethidium bromide, and once a unique band of the expected size
was obtained, it was purified with a solution of PEG 13% and NaCl 1.6M. Otherwise, when
the eletrophoregram presented unspecific products the expected amplicon was purified with
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Sdo Paulo, Brazil) according to the manufacturer’s
protocol. DNA sequencing was performed directly using the purified amplicons in a
MegaBACE 500 automatic sequencer. The dideoxy chain-termination reaction was
implemented using the DYEnamic ET® kit (Amersham, Sao Paulo, Brazil). Both strands

were sequenced through the use of the same primers implemented on the PCR reaction.

The nucleotide sequences had their identity initially confirmed using the BlastN
program available at the NCBI site. Inspection, edition and assembly of automated
sequences were subsequently accomplished using the Staden Package Gap 4 program
(Staden, 1996), where from a confidence consensus sequence was obtained for each taxon.
These sequences were aligned using the ClustalX 1.81 program (Jeanmougin et al., 1998)

according to the system default parameters.

The MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004) was used to calculate distances, to construct
evolutionary trees with the neighbor joining algorithm (NJ) (Saitou and Nei, 1987), and for
calculating several descriptive parameters. The individual and combined phylogenetic trees

obtained were also compared to those obtained through Maximum Parsimony (MP) and
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Maximum Likelihood (ML) by PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003). The MP analysis was
performed trough the equal weight criterion, while the ML analysis followed the model
selected by the Akaike information criterion (AIC) test (Akaike, 1974) executed using the
ModelTest 3.7 program (Posada and Crandall, 1998). In all cases the confidence values of
each clade were measured by the bootstrap test (Felsenstein, 1985) with 1,000 replications.
For MP the bootstrap search was implemented through branch-and-bound algorithm, and
for ML the confidence values were obtained through a heuristic search, with tree-
bissection-reconection (TBR) swaps executed on initial NJ trees. In relation to gaps, on the
NJ analysis a pairwise deletion decision was taken, while on the MP analysis all sites were

used, with gaps being treated as a new state.

RESULTS

The five partial gene sequences were analyzed individually and in combination for
all the nine taxa. The properties of each of these datasets are presented in Table 3. All
individual partitions presented a level of transition/transversion bias, and all, except Adh,
showed a significant nucleotide frequency bias. Concerning the ModelTest selection, only
for Ddc and Hb the null hypothesis of a single transversion rate was accepted, leading to
the adoption of the Tamura-Nei model (TrN). For all the other datasets more complex
evolutionary models were selected. The heterogeneity of substitution rates among sites was
corrected for through the adoption of a gamma distribution (G) - in the cases of Adh and the

combined dataset - or a proportion of invariable sites (I) - for Amd, Ddc, Hb and COII.

The NIJ inferred phylogenies for each of these six datasets are illustrated in Fig. 1,

where it can also be seen the bootstrap values presented for each of the reconstructed nodes
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under other phylogenetic methods. In general, the mesophragmatica group could be
subdivided into three main clades: one of them composed by D. viracochi; another one
presenting a clade grouping the sibling D. pavani and D. gaucha; and the third one mixing
the representatives of D. gasici, D. brncici and D. mesophragmatica. This scenario,
however, was not recovered by the Hb dataset analysis, where D. mesophragmatica appears
displaced from the clade grouping D. gasici and D. brncici, acquiring a different position

according to the adopted phylogenetic method.

According to Amd, Ddc and the combined analysis, through NJ, MP and ML, the
first mesophragmatica group species to branch off is D. viracochi. This early offshoot of D.
viracochi is also supported by the Adh and Hb NJ and MP trees, and by the COIl ML
topology. In all these cases, with the exception of the Hb NJ tree (Fig. 1D), the next clade
to branch off is the one composed by D. gaucha and D. pavani. The derived clade, on the
other hand, intermingles representatives of D. gasici, D. brncici and D. mesophragmatica,
although the most frequently recovered scenario places this last species as this clade’s early
offshoot (relationship presented by Adh, Amd, Ddc and combined analysis for all three

methods and by Hb for MP).

DISCUSSION

D. mesophragmatica group taxonomy

In general, our data concerning the D. mesophragmatica group internal subdivision
support the results presented by Brncic and Koref-Santibafiez (1957), Brncic et al. (1971)
and Nair et al. (1971), that is, that these six species could be divided into three subgroups.

We propose here to rename these subgroups, based on the first species described for each of

191



them, in this way: subgroup viracochi, composed by D. viracochi; subgroup gaucha,
comprising the siblings D. gaucha and D. pavani; and subgroup mesophragmatica,

containing at least D. mesophragmatica, D. brncici and D. gasici.

This proposal is not in complete disagreement with that of Nacrur (1958) and Vela
and Rafael (2004), which recognized only two subgroups within the D. mesophragmatica
group, one presenting D. viracochi and the other grouping all the remaining species here
studied. But given the deep divergence presented by the three main clades recovered by our
phylogenies (Figs. 1A, 1B, 1C, 1E and 1F), we prefer to adopt a subdivision which reflect

these branch lenghts results.

D. mesophragmatica group evolution

Although some disagreements can be detected between our individual analysis
phylogenies, specially in relation to the early D. mesophragmatica group offshoot, our total
evidence tree (TET), as also our individual analysis of the four nuclear genes, point out that
D. viracochi is the first species to branch off. This result is in perfect agreement with the
data presented by Nacrur (1958), but contrasts with the phylogeny depicted by Nair et al.
(1971), which presents the clade grouping D. gaucha and D. pavani in the D.
mesophragmatica group basal position. Brncic et al. (1971) made an attempt to establish
the cytotaxonomic relationships within the D. mesophragmatica species group of

Drosophila, but they did not try to polarize the topology obtained.

Another point that is a little confusing in our data concerns the relationships
between the three D. gasici populations and D. brncici. In all the obtained phylogenies,

these two species appear intermingled, and in none case did the D. gasici representatives
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constitute a monophyletic group. According to Brncic et al. (1971) these two species do not
cross with any other species of the group, that is, they are entirely isolated entities and so,
good biological species. Nevertheless, these same authors obtained some results similar to
ours, pointing out that from the cytological perspective, the Bolivian population of D.
gasici appears to be closer to D. brncici than to the other populations of its same species.
From the molecular point of view, on the other hand, the Chilean and Colombian
populations of D. gasici appear to be closer to D. brncici, than to the Bolivian population.
If the cytological and molecular data agreed in the established relationships, the scenario of
a recent peripatric speciation event of D. brncici could be inferred with accuracy. As this is
not the case, it is more probable that these findings reflect a state of high ancestral
polymorphism, followed by insufficient lineage sorting, given by a recent and rapid
speciation event. More than this, as neither the mitochondrial gene did recover a
monophyletic D. gasici, we can conclude that this speciation phenomenon is almost
incipient, having occurred more recently than the ultimate coalescence of the different
mitochondrial alleles currently present in these taxa. So, in general, relationships among the
members of the mesophragmatica subgroup are confounded by shared ancestral

polymorphism, as observed for sequences of mtDNA and nuclear DNA.

For the COIl gene, even D. mesophragmatica appears to be affected by ancestral
polymorphism shared with the other members of its subgroup (Fig. 1E). Nevertheless, as
mtDNA sequences are known to have faster rates of coalescence than nuclear genes
(Moore, 1995) and faster accumulation of phylogenetic information (Caletka and
McAllister, 2004), it is not expected, a priori, that only mitochondrial genes reveal such a

pattern, specially when other four different nuclear genes are simultaneously considered. In
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this case however, as the confidence value of its cluster is very low its significance can be
taken as negligible, although limited uniparental introgression could give a compatible

explanation.

The geographical distribution of the analyzed species (Fig. 2), summed by the
topology and branch lengths of our trees (Fig. 1) can led us to infer two most parsimonious
evolutionary scenarios involved on the D. mesophragmatica group diversification: the first
one is that of a north-central Andean ancestral distribution, followed by speciation and
secondary dispersion, given that most of the analyzed species were collected at least once
in the area encompassing Bolivia, Colombia, Ecuador and/or Peru, and given that this is
exactly the geographical area occupied by D. viracochi. In this scenario, the pavani-gaucha
clade ancestral would have dispersed southwards, while the mesophragmatica-brncici-
gasici clade ancestral would have dispersed northwards. An alternative, but also possible
scenario, would be that of a high dispersed mesophragmatica group ancestral, followed by
more localized speciation and more recent secondary dispersion events. Also in this
scenario, the viracochi subgroup ancestral would have occupied a north-central Andean
distribution, the pavani-gaucha and the mesophragmatica-brncici-gasici ancestrals a

southwards and northwards distribution area, respectively.

In any case, it is possible to infer the action of the Andean System of Mountains on
the diversification of the group. After confirming by the hLRT (hierarchical Likelihood
Ratio Test) that the molecular clock applies to the set of Adh sequences (-2 logA = 7.05, 7
df, p>0.1), the evolutionary rate established by Russo et al. (1995) for the third codon
positions of this gene as 1.0 x 10™ per site per year per lineage was used to estimate the

divergences datings. Hence, we could infer that the group originated at approximately 3.7
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million of years ago, while the divergence time between D. mesophragmatica and the clade
gasici-brncici, as well as that between D. gaucha and D. pavani, is estimated at 1.27 mya.
This situates the D. mesophragmatica group evolution around the Pliocene epoch of the
Tertiary Period and the boundaries of the Pleistocene epoch of the Quaternary Period,
which are characterized by great climatic oscillations, including glaciation events.
According to Salgado-Labouriau (1994) the Andes as a whole were affected by glacial
expansions, in a way that it is possible to infer the action of distinct refuge areas in the first
diversifications of the group. This makes the second scenario depicted above especially
attractive, and allows the speculation of an intimate association between the supposed

localized first speciation events and the possible refuges.

Genealogical view of character evolution within the D. mesophragmatica group

Nacrur (1958) proposed to divide the mesophragmatica group into two subgroups
based on the direction of the basal scutellar setae, considering that D. viracochi has
convergent basal scutellars whereas the remaining members of the group have divergent
basal scutellars. Applying this character distribution to our TET, it can be easily inferred
that convergent basal scutellars is a plesiomorphic state within the group, given that most of
the repleta group species have convergent basal scutellars (Dobzhansky and Pavan, 1943;

Patterson, 1943; Vilela, 1983).

In relation to the mesophragmatica group metaphase chromosomes, Brncic (1957)
have pointed out that D. gaucha, D. pavani and D. viracochi all have one pair of V-shaped
chromosomes, three pairs of rods and a pair of dots. Nevertheless, Brncic et al. (1971)

described that in D. gasici and D. brncici the dots are more enlarged, having the appearance
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of a small pair of rods. According to these authors, the dots presented a tendency of
increasing the size due to the addition of extra heterochromatin, which is even more evident
in D. mesophragmatica. Applying this distribution again in our TET, we can corroborate
the hypothesis developed by Brncic et al. (1971) of a tendency towards increasing the size
of the dots as more derived species are considered. So, a small pair of dots as presented by
D. gaucha, D. pavani and D. viracochi can be considered the plesiomorphic state, while the
dots resembling a pair of rods is one sinapomorphic state shared by the mesophragmatica

subgroup species.

Also according to Brncic et al. (1971) D. pavani and D. gaucha differ by at least 11
inversions from the other members of the group. So, besides this state can be considered a
sinapomorphy shared by the members of the gaucha subgroup, it can also be deduced that
this lineage was submitted to high levels of rearrangements, only a small subset of which
were selected for, since no intermediates of these paracentric inversions were encountered
(Brncic et al., 1971). Maybe this could be the effect of selection acting under individuals
exploring new habitats - as represented by the Andes southwards - and even leaving the
Andean Mountain System, as is the case of some descendants of this lineage, given that D.

gaucha can be found in Argentina, Uruguay and also in Brazil.
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Figure Legends:

Fig. 1. Neighbor Joining trees resulting from the analysis of: A, the Adh data set; B, the
Amd data set; C, the Ddc data set; D, the Hb data set; E, the COll data set; F, the combined
data set. Bootstrap supports (NJ, ML and MP) are indicated above each node. When a given
clade was not recovered or a polytomy was obtained, a — sign is depicted. The branch
lenghts are proportional to the scale given in substitutions per nucleotide. Abbreviations of
D. gasici populations: AR — Arica, Chile; CA — Cochabamba, Bolivia; CO — Bogota,

Colombia.

Fig. 2. Known geographic distribution of the six D. mesophragmatica group species

utilized in this work, according to Bachli (2007).
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Table 1. Taxonomic list of Drosophila species used in this study, with their collection locality and Genbank accession numbers

Genbank Accesion Numbers

Group Subgroup Species Collection Locality Adh Amd Ddc Hb Coll
mesophragmatica mesophragmatica | D. brncici Bogota, Colombia EF560573 | EF560566 | EF559365 | EF559356 | AY847757
D. gasici Cochabamba, Bolivia EF560575 | EF560568 | EF559367 | EF559358 | AY847761
Arica, Chile EF560574 | EF560567 | EF559366 | EF559357 | AY847760
Bogota, Colombia EF560576 | EF560569 | EF559368 | EF559359 | AY847762
D. mesophragmatica | La Paz, Bolivia EF560577 | EF560572 | EF559369 | EF559362 | AY847769
D. gaucha Campos do Jorddo, Brazil | EF560579 | AF324955 | AF324971 | EF559360 | AF478423
D. pavani La Florida, Chile EF560580 | EF560570 | EF559370 | EF559363 | AYS847771
viracochi D. viracochi Bogota, Colombia EF560578 | EF560571 | EF559371 | EF559364 | AY847773
repleta hydei D. hydei X58694 | AF293712 | AF293737 | EF559361 | AF478429

Notes:

(1) We followed here the classification proposed by Nacrur (1958) and recently renamed by Vela and Rafael (2004).
(2) Newly obtained sequences are underlined.
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Table 2. Summary of the properties of the five set of primers used in this study

Locus Primers Amplicon Amplicon content Analysed Amplicon content Annealing Temperature Reference
Size Size
Adh 4682 and 4683 ~771bp | End of first exon, first 631bp End of first exon, first 55°C O’Grady, 1998
intron, second exon, intron, second exon,
second intron and second intron and
beginning of third beginning of third exon
exon
Amd Amd-un2 and Amd-bw 1307bp End of third exon, 1211bp End of third exon, third 58°C Tatarenkov et al., 2001
third intron and part of intron and part of
fourth exon fourth exon
Ddc BPF and BPR 1183bp | Part of fourth exon 1105bp | Part of fourth exon Touch down 60-55°C Tatarenkov et al., 1999
Hb Hb106F and Hb903R ~ 820bp | Part of third exon 687bp Part of third exon Touch down 58-53°C Newly designed
coll TL2-J-3037 and TK-N-3785 786bp Part of tLeu, 684bp of 672bp Part of COII gene 55°C Simon et al., 1994

the entire COII gene,
part of tLys
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Table 3. Properties of the five molecular datasets

Adh Amd Ddc Hb Ccoll Combined

Number of positions 631 bp 1233 bp 1105 bp 687 bp 672 bp 4306 bp
Number of variable sites 110 bp 198 bp 156 bp 96 bp 125 bp 685 bp
Number of parsimoniously 26 bp 54 bp 43 bp 27 bp 62 bp 212 bp
informative sites
Nucleotide frequencies

-A 26.5 21.8 20.6 26.2 31.7 24.4

-C 26.9 24.7 27.0 34.5 14.5 25.5

-G 23.1 29.7 29.5 23.2 13.5 25.1

-T 23.5 23.8 22.9 16.2 40.3 24.9
Transition/Transversion ratio 0.9 1.8 2.2 1.3 1.4 1.5
NJ model® K2P T3P T3P TrN TrN K2P
ModelTest best fit model® SYM + G TVM +1 TIN +1 TIN + 1 GTR +1 SYM + G
Proportion of invariable sites - 0.4798 0.5698 0.7209 0.7168 -
Gamma distribution shape parameter 0.4674 - - - 0.3019
Rate matrix

-tAC 0.3713 3.3324 1.0000 1.0000 12.9211 1.8486

-tAG 1.2004 8.1065 3.6807 2.3602 40.9757 4.2673

-rAT 1.6801 3.0115 1.0000 1.0000 20.0944 2.6091

-1CG 0.8397 1.6551 1.0000 1.0000 0.0000 1.2585

-rCT 2.7682 8.1065 6.7409 3.9436 134.5600 7.5862

*NJ model was selected according to base frequencies and transition/transversion ratio bias, which were calculated with MEGA3.1; ® Best fit model parameters
were calculated with the Akaike Information Criterion (AIC) (Akaike, 1974) in ModelTest 3.7: K2P, Kimura 2-Parameter model (Kimura, 1980); T3P, Tamura 3-
Parameter model (Tamura, 1992); TrN, Tamura-Nei model (Tamura and Nei, 1993); SYM, symmetrical model (Zharkikh, 1994); TVM, transversional model,
GTR, General Time Reversible (Rodriguez et al., 1990); I, proportion of invariable sites; G, shape parameter of gamma distribution.
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Figure 2
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Abstract

The Drosophila willistoni group comprises 23 species, which are subdivided into three
different subgroups: alagitans, bocainensis and willistoni. The willistoni subgroup,
particularly, represents a complex with varying taxonomic levels. It encompasses D.
willistoni, and its five sibling species: D. equinoxialis, D. insularis, D. paulistorum, D.
pavlovskiana and D. tropicalis. Of these, D. equinoxialis, D. tropicalis and D. willistoni
present differentiation at the subspecific level, whereas D. paulistorum represents a
superspecies, compounded by six semispecies: Amazonian, Andean-Brazilian, Centro-
American, Interior, Orinocan and Transitional. Despite the importance presented by this
group in previous, present and likely in future biological studies, its evolutionary history
still presents a series of opened questions. Aiming to contribute to the understanding of the
evolution of this challenging group of species, we gathered nucleotide sequences from the
mitochondrial cytochrome oxidase Il — COIl gene, and from the nuclear alcohol
dehydrogenase - Adh, hunchback - Hb and alpha methyldopa — Amd partitions. All these
data sets, along with previously published ones from the cytochrome oxidase | — COIl and
period — per loci were analyzed both individually and simultaneously through different
phylogenetic methods. Although high levels of incongruence were detected among some
partitions, our data finally lead to a robust tree which further refines several aspects related
to the willistoni subgroup phylogeny. In this respect, D. insularis, D. tropicalis, D.
willistoni and D. equinoxialis successively branched off from the willistoni subgroup main
stem, which recently subdivided to originate D. paulistorum and D. pavlovskiana. The
taxonomic property of this last taxon is, nevertheless, questioned, since it seems to derive
from the recent D. paulistorum radiation exactly in the same way as the other semispecies
do. Furthermore, there are evidences that Pleistocene Amazonian refuges acted in the origin

and evolution of these species still in statu nascendi.

Key-words: Drosophila willistoni subgroup; D. paulistorum superspecies; semispecies;

phylogeny; divergence dating estimates.
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INTRODUCTION

The willistoni group of Drosophila, together with the saltans group, represents the
New World radiation of the Sophophora subgenus (O’'Grady and Kidwell 2002;
Throckmorton 1975). This group currently encompasses 23 species, which are subdivided
into three main subgroups (Bachli 2008): alagitans (five species), bocainensis (twelve
species) and willistoni (six species). The willistoni subgroup comprises D. willistoni and its
five sibling species: D. equinoxialis, D. insularis, D. paulistorum, D. pavlovskiana and D.
tropicalis. Moreover, according to Spassky et al. (1971), there may be a seventh sibling
species, the Carmody strains (Carmody 1965), which appears to be intermediate between
D. paulistorum and D. equinoxialis, since it crosses with some but not with other strains of
both these species.

As the willistoni subgroup species are very similar in their external morphology
(Burla et al. 1949), several attempts have been conducted in order to improve their
differentiation with basis on: external male genitalia (Spassky 1957), crossing tests
(Spassky et al. 1971), inspection of polytenic chromosomes (Rohde et al. 2006) and
allozyme variations of acid phosphatase-1 (Acph-1) (Garcia et al. 2006). Despite this high
similarity, these sibling species generally fail to cross hybridize, since they exhibit varying
degrees of ethological isolation (Ehrman and Powell 1982). According to Spassky et al.
(1971), the most striking exception to this rule seems to be the crossing between D.
paulistorum and D. pavlovskiana, which produces sterile hybrid males and fertile hybrid
females. Winge and Cordeiro (1995), nevertheless, report the occurrence of interespecific
crosses with varying degrees of reproductive affinities between the other species of the

sibling group. Actually, these authors detach that even fertile hybrid males and females
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could be obtained in the crosses involving D. paulistorum Transitional females and D.
willistoni males.

Another level of taxonomic complexity is added to the willistoni subgroup by the
composition of the D. paulistorum superspecies, which is subdivided into six
indistinguishable semispecies or species in statu nascendi (Dobzhansky and Spassky 1959;
Pérez-Salas et al. 1970): Amazonian, Andean-Brazilian, Centroamerican, Interior,
Orinocan and Transitional. These semispecies exhibit high levels of ethological isolation,
but when they cross, unviable hybrids or sterile males and fertile females are produced
(Ehrman and Powell 1982). Exceptions to this rule are provided by the crosses involving
the Transitional semispecies and the Andean-Brazilian or the Centroamerican ones, which
produce viable and fertile offspring in some cases (Dobzhansky et al. 1969).

Furthermore, the willistoni subgroup also presents genetic divergence at the
subspecies level. In this way, D. willistoni differentiates into the willistoni and quéchua
subspecies (Ayala and Tracey 1973); D. equinoxialis presents the equinoxialis and
caribbensis subspecies (Ayala et al. 1974); and D. tropicalis subdivides into the tropicalis
and cubana subspecies (Townsend 1954). As these are geographically isolated taxa, they
present a lower degree of ethologic isolation, although also only sterile hybrid males are
produced in most of their crossings.

Hence, the willistoni subgroup is a complex of various taxonomic levels, containing
a sequential array of evolutionary stages (Ehrman and Powell 1982). It can thus be
considered as an ideal material for all sorts of studies into the processes and products of
evolution, providing uncommon opportunities for studies on the genetics of the speciation
process. The willistoni group species also presents other remarkable properties, as their

peculiar substitution patterns, characterized by a high A+T content (Tarrio et al. 2000;
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Rodriguez-Trelles et al. 2000a and 2000b; Powell et al. 2003), and their singular
methylation process, possibly involved in sex-specific dosage compensation (Garcia et al.
2007).

Despite this, however, the willistoni subgroup phylogeny is not completely
understood. Spassky et al. (1971) summarized the biogeographic, genetic, cytological and
biochemical evidences available for the group at that time in a schematic diagram which
provides some insights into the species and semispecies relationships. Later, Ayala et al.
(1974) developed a dendrogram for the willistoni subgroup species and semispecies based
on genetic differentiation at the allozyme level. More recently, Gleason et al. (1998) and
Tarrio et al. (2000) clarified several aspects related to the phylogenetic relationships within
the subgroup by studying different molecular markers (the nuclear period — per and alcohol
dehydrogenase — Adh and the mitochondrial cytochrome oxidase | — COIl in the first; the
nuclear xanthine dehydrogenase — Xdh in the second). Nevertheless, the conflicting results
presented by some of these studies, added to the absence of an explicit molecular
hypothesis related to the semispecies relationships, leaves several unanswered questions
concerning the evolution of the willistoni subgroup.

Thus, in the present study we seek to contribute to the understanding of the
evolutionary scenario that led to the origin and diversification of this outstanding group of
species. We also aim to test the molecular divergence levels presented by several of its
constituent taxa and its correlation with the degree of reproductive isolation between them.
In this way, we have gathered additional molecular sequences from the mitochondrial
cytochrome oxidase Il — COIll gene, and from the nuclear Adh, hunchback - Hb and alpha
methyldopa — Amd partitions. Examining these data, along with previously published ones

from the COI and Per loci (Gleason et al. 1998), in both individual and combined analyses,
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led to a strongly supported tree which further refines several aspects related to the willistoni
subgroup phylogeny. Nevertheless, the absence of congruent levels of divergence between
the D. paulistorum semispecies, added to the paraphyletic status presented by some of the
focused taxa, and to the small internal branches evidenced specially in the derived part of
the recovered trees further endorses the proposed complex and recent patterns of evolution
presented by the willistoni subgroup, supporting the notion of introgression and/or ancestral

polymorphisms incompletely sorted due to the occurrence of rapid radiations.

MATERIALS AND METHODS

1. Species

Wildtype stocks from five of the six D. willistoni sibling species, in addition to
stocks of the six D. paulistorum semispecies, were included in this study (Table 1), and are
maintained in a 17°C £ 1°C chamber in our laboratory. Unfortunately, we could not obtain
stocks from D. pavlovskiana or from the Carmody strain, since these are rare endemic and
no strain is now available at any Stock Center. D. sturtevanti, a member of the saltans
group, which is considered the willistoni group sister lineage (O"Grady and Kidwell 2002;
Throckmorton 1975), and/or species from the bocainensis subgroup, were utilized as

outgroup taxa.
2. DNA manipulation

Genomic DNA was isolated according to the protocol described by Sassi et al.
(2005). The target loci Amd, Adh, Hb and COIl were amplified from each taxon using
standard PCR conditions, with the use of the oligonucleotides described in Mota et al. (in

press). The obtained PCR products were checked by horizontal electrophoresis in 0.8%
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agarose gel stained with ethidium bromide. The Amd visualized amplicons were excised
and purified using the Qiaquick Gel Extraction System (Qiagen). Adh, Hb and COIl, on the
other hand, had their fragments purified with the use of a solution containing PEG 13% and
NaCl 1.6M. The sequencing reactions were then directly performed on a MegaBACE 500
automatic sequencer, through the use of the DYEnamic ET kit (Amersham) and each of the
amplification primers. All Per and COIl sequences were obtained from GenBank and their

accession numbers are listed in Table 1, together with the other gene sequences references.
3. Data analysis

First the electropherograms were assembled and visualized through the use of the
Staden Package Gap4 program (Staden 1996), where the variable sites within a taxon were
coded as polymorphic. The contigs obtained for each partition were then joined to
previously published ones. The alignment of the COI, COIIl, Adh and Amd loci was trivial,
and accomplished using the ClustalW algorithm as implemented in Mega 3.1 (Kumar et al.
2004). The more divergent sequences involving the Hb and Per coding regions were
aligned through the use of the Muscle software (Edgar 2004). The alignments obtained for
each of the six different partitions were individually tested for substitutional saturation in
DAMBE 4.5.22 (Xia and Xie 2001).

The qui-square test implemented in PAUP version 4.0b10 (Swofford 2003) was
performed in order to test for base frequency equilibrium across taxa. Besides, the Mega
3.1 program was used to calculate p distances and other empirical descriptive parameters.
Additional parameters related to the best-fit substitution model for the data under a
likelihood framework were obtained in the ModelTest 3.7 (Posada and Crandall 1998) out-

file.
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Phylogenetic analyses were first performed on each of the six different data sets
taken individually. Combined analyses were also done in three different ways: the
mitochondrial concatenated partitions; the nuclear concatenated partitions; all loci
combined. PAUP 4.0b10 was employed for the Maximum Parsimony (MP) and the
Neighbor Joining (NJ) analyses, whereas PhyML 2.4.4 (Guindon and Gascuel 2003) was
used for the Maximum Likelihood inferences. The Bayesian analyses were performed on
MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck and Ronquist 2001) for the individual and combined data sets
and on BayesPhylogenies (Pagel and Meade 2004) only for the combined ones. Anyway,
MP analyses were performed through an equal weight criterion using either the branch-and-
bound or the heuristic algorithm (only for the individual Hb and Adh data sets). These
heuristic searches were carried out with 100 replicates of random stepwise addition,
followed by tree-bissection-reconection (TBR) branch swapping. ML and NJ searches
followed the model selected by the Akaike Information Criterion (AIC) (Akaike 1974)
executed in the ModelTest 3.7. The ML ones, specifically, were performed using as input a
tree generated by a NJ search, with the model parameters estimated and optimized from the
data. The MrBayes inferences, otherwise, followed the individual MrModeltest 2.2
(Nylander 2003) AIC output, and all parameters were unlinked before running the
combined analysis. The BayesPhylogenies analyses, on the other hand, were always
conducted through the General Time Reversible (GTR) (Rodriguez et al. 1990) model with
rate heterogeneity corrected through a discrete gamma distribution, with the number of
patterns and the number of different rates set to the number of independent matrixes. In
both Bayesian analyses, Markow Chain Monte Carlo (MCMC) algorithm was implemented

through at least 1,000,000 generations, with trees saved every 1,000 generations.
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Support for each clade in the ML, NJ and MP trees was determined by the bootstrap
proportions (Felsenstein 1985) with 1,000 replications, whereas for the Bayesian inferences
the posterior probability (PP) of each clade on the 50% majority rule consensus tree was
measured. Furthermore, the contribution of each individual partition to each node recovered
by the total evidence tree (TET) was assessed through the Partitioned Bremer Support
scores (PBS) (Bremer 1988 and 1994), as performed by TreeRot 3.0 (Sorenson and
Franzosa 2007) and PAUP 4.0b10.

Before combining the individual data sets, pairwise Partition Homogeneity Tests
(PHT) (Farris et al. 1994 and 1995), as implemented in PAUP 4.0b10, were conducted to
test for incongruence between the different loci. Additionally, the alternative topologies
obtained under the different data sets were compared using the Templeton test (Templeton
1983), performed under the parsimony criteria, and the Shimodaira-Hasegawa test
(Shimodaira and Hasegawa 1999) performed under the likelihood criteria. The Shimodaira-
Hasegawa topology test was implemented using RELL bootstraps with 10,000 replicates.

Divergence times were also estimated through the use of the Adh third codon
positions divergences and the evolutionary rate established by Russo et al. (1995) for these
as 1.0 x 10 per site per year per lineage. Nevertheless, these estimates were obtained only
after evaluating constancy of evolutionary rates across the willistoni group Adh tree through

a molecular clock hierarchichal Likelihood Ratio Test (hLRT).
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RESULTS

1. The data sets

Partial sequences from six different loci, encompassing more than 4,600 bp, were
analyzed for at least twelve OTU’s (Operational Taxonomic Units) traditionally placed at
the willistoni group. The properties of each of these six different data sets are presented in
Table 2, together with the properties of the three concatenated data sets. In general,
although the qui-square test did not detect any significant signal of base composition
heterogeneity between taxa, all individual partitions showed a significant nucleotide
frequency bias, and also a detectable deviation in the transition/transversion ratio. Besides
that, all matrixes presented significant levels of heterogeneity in substitution rates among
sites, which were corrected for through the implementation of a proportion of invariable
sites (I option) and/or a continuous gamma distribution (G option). The nucleotide
substitution patterns were some skewed in all data sets, although the nuclear Adh and Amd
were, in one extreme, the most symetrical, whereas the mitochondrial COIl and COlIl
detached as the most assymetrical partitions. All these factors appear to have acted together
to produce some levels of homoplasy and saturation, even at lower taxonomic ranges (see

bellow).
2. Phylogenetic inferences derived from the mitochondrial markers

Phylogenetic analyses individually conducted on each of the two mitochondrial
partitions, as well as on a concatenated mitochondrial data set (Fig. 1), yielded extremely
incongruent results, although in general the Bayesian, ML, NJ and MP methods recovered

similar topologies within each of these data sets. Hence, the major source of agreement
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between the three different topologies concerns the bocainensis subgroup polyphyly, which
is contrasted to the willistoni subgroup monophyly. In this sense, within the bocainensis
subgroup, the sister species relationship between D. capricorni and D. sucinea, to the
exclusion of D. nebulosa, is recurrently recovered. Within the willistoni subgroup,
nevertheless, the picture is more confusing. Both COI and COII data sets, for example,
present the D. paulistorum superspecies entirely paraphyletic in respect to the other five
sibling species, although the mitochondrial combined analysis recovered the D.
paulistorum paraphyly only in respect to D. equinoxialis and D. pavlovskiana.

Concerning the willistoni subgroup individual OTU’s relationships, Figure 1A
shows the Bayesian phylogeny recovered under the COIl data set. This partition provides
unexpected results, presenting the D. paulistorum Amazonian semispecies as the willistoni
subgroup oldest lineage (PP of 0.72), followed by the clade joining D. insularis and D.
tropicalis (PP of 0.67). D. willistoni is the next to branch off (PP of 0.92), and its sister
clade furthest divide into two main clades: (1) the first presenting the Carmody strain as
closer to D. paulistorum Andean-Brazilian semispecies than to D. equinoxialis (PP of
0.99); (2) the second clustering D. paulistorum Orinocan and Transitional semispecies as
sister to the clade joining D. paulistorum Centro-American semispecies and D.
pavlovskiana with D. paulistorum Interior semispecies (PP of 0.97).

On the other hand, although COIIl agrees with COI in respect to the D. paulistorum
paraphyly, its recovered phylogenetic relationships presented in Figure 1B are entirely
different. In this case, a weakly supported clade (PP of 0.57) encompassing D. equinoxialis
in addition to the homo-sequential D. pavlovskiana and D. paulistorum Centro-American
and Transitional semispecies is the early offshoot (PP of 0.81). The remaining OTU's split

off to divide into two sister lineages: (1) the first grouping the two D. tropicalis subspecies

217



with D. insularis and D. willistoni (PP of 1.00); (2) the second presenting the four strains of
D. paulistorum Andean-Brazilian semispecies (three of which are also homo-sequential —
AB, RP and JAI) and the two strains of D. paulistorum Amazonian semispecies together
with the D. paulistorum Interior and Orinocan semispecies (PP of 0.99).

Although COI and COII presented these conflicting phylogenetic signals — also
detected through a significant PHT result (Table 3) -, combined analyses were performed in
order to overwhelm this heterogeneity (Rokas et al. 2003). Indeed, the mitochondrial total
evidence tree (Fig. 1C) relaxes some of the above mentioned incongruities in recovering D.
tropicalis, D. insularis and D. willistoni as an independent branch (PP of 0.99). However,
D. paulistorum remains paraphyletic, and most of its internal relationships are not strongly
supported, better resembling the COIl topology as concerns its major subdivision.

Analyzing the saturation plots presented above each individual partition phylogeny
(Fig. 1), it can be seen that there are significant evidences of transitional saturation both in
the COIl and in the COII data sets. So, the presented incongruent results, as also as the low
statistical support observed in some of the recovered clades, could be attributed to high
levels of homoplasy and multiple substitutions, characterizing a significant saturation

detectable even in lower levels of divergence.
3. Phylogenetic inferences derived from the nuclear markers

The phylogenetic analyses performed on the nuclear partitions besides presenting no
so strong evidences of substitutional saturation, provide a clearer and more robust picture of
the willistoni subgroup evolution (Fig. 2). The lower levels of heterogeneity presented by
the nuclear partitions were also evidenced through the PHT, which did not detect

significant levels of incongruence in most pairwise comparisons (Table 3) — exception
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made by the per versus Amd test. Moreover, as previous studies have demonstrated that
combining data sets can improve phylogenetic accuracy (Baker and DeSalle 1997; Remsen
and DeSalle 1998), combined approaches were also here used.

Nevertheless, as concerning the bocainensis subgroup, some conflicts are retained,
and there is only a tenuous support to its monophyly. As for the mitochondrial data, the
phylogenetic affinity between D. sucinea and D. capricorni is well supported, whereas the
positioning of D. fumipennis and D. nebulosa are highly unstable.

The monophyly and the phylogenetic relationships within the willistoni subgroup
are, nevertheless, better resolved. D. insularis is always defined as the willistoni subgroup
early offshoot, whereas the other siblings are recovered in a nested succession. In this case,
Adh, Amd, per and the nuclear simultaneous analysis all favor D. tropicalis as the next to
branch off following D. insularis, although D. willistoni occupies this positioning in the Hb
analyses. Thus, except for Hb, D. willistoni is generally presented as the sister species of a
main clade that ensures the phylogenetic affinities between D. equinoxialis, D.
pavlovskiana and D. paulistorum. Hence, whenever included in the analyses, D.
pavlovskiana appears embedded among the D. paulistorum strains, so as to comprise a big
clade closely related to D. equinoxialis (Figs. 2A and 2D). The Carmody strain nuclear
sequences, on the other hand, appear to belong to the D. equinoxialis lineage (Fig. 2D).

As concerns the relationships between the D. paulistorum semispecies, a better
resolved picture is also in general accomplished. In this sense, a paraphyletic Andean-
Brazilian semispecies is recovered by both Adh and Amd, which together with per and the
nuclear simultaneous analyses suggest a close relationship between this semispecies and the
Orinocan one. Amd, per and the nuclear simultaneous analyses also agree in the clustering

of the Centroamerican, the Interior and the Transitional semispecies. The Amazonian
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semispecies, nevertheless, besides paraphyletic, presents a more floating positioning, being
presented as the Centroamerican sister semispecies by Adh, but comprising the D.
paulistorum superspecies early offshoot according to Amd, per and the nuclear combined
analyses. The short internal branches evidenced in this part of the willistoni subgroup
topology suggest that incomplete lineage sorting may be affecting the obtained results.
Moreover, Hb completely failed to establish any relationship within the D. paulistorum

complex.
4. The total evidence phylogeny

As can be detected by the results above depicted and also by the inspection of Table
3, there is a great deal of incongruence between the mitochondrial and the nuclear data sets.
However, through an analysis of the saturation plots recovered for the mitochondrial
partitions, it can be inferred that the conflict arose mainly due to differences in internal
homoplasies presented by the data, although the process of incomplete lineage sorting may
also be causing some discrepancies. Since combining is a way of attempting to amplify
signal over noise (Baker and DeSalle 1997; Remsen and DeSalle 1998), the total evidence
phylogeny obtained through a combined approach is here considered as the best
phylogenetic hypothesis until now available for the willistoni subgroup. In accordance to
this, among the nine different data sets, only COIl rejected the TET under both the
Templeton and the Shimodaira-Hasegawa Tests (Supplementary Material — Table 1).

This total evidence hypothesis presents D. insularis branching off at the base of the
willistoni subgroup tree (PP of 1.00), in which it is followed by D. tropicalis (PP of 1.00).
D. willistoni, on the other hand, is shown to be the sister taxon of the remainder of the

subgroup (PP of 1.00), that is, D. equinoxialis and D. paulistorum, which are monophyletic
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with respect to each other. As regards to the D. paulistorum complex internal relationships,
Centroamerican shares a most recent common ancestor with Transitional, to the exclusion
of the other four semispecies (PP of 1.00 and 0.98), which comprise an independent lineage
(PP 0f 0.99 and 1.00). In this case, Orinocan and Andean-Brazilian are each other’s closest
relatives (PP of 1.00), whereas Amazonian and Interior branch off in intermediate
positions, somehow connecting the two different D. paulistorum clades.

The average PBS scores presented by each partition across this total evidence
phylogeny (Table 4) confirm the scenario in which even incongruent data sets can provide
additional support to a combined tree. In this sense, although standardized PBS values are
greater for the per and Hb partitions, only COIl conflicts with more than three of the nine
resolved TET nodes. Furthermore, only node three, which joins the Interior D. paulistorum
semispecies with the Amazonian, Andean-Brazilian and Orinocan ones, is supported by

less than two independent partitions.
5. The temporal pattern

After confirming by an hLRT that the molecular clock applies to the willistoni
group Adh sequences (-2 logA = 21.81, 24 df, p>0.5), the timing of the divergence events
within this group could be infered according to Russo et al. (1995). The obtained
estimations showed that the divergence between the willistoni subgroup and the
bocainensis subgroup occured at about 15 mya, whereas the willistoni subgroup
diversification started at about 5.6 mya. On the other hand, D. willistoni and D. equinoxialis
branched from the stem of the willistoni subgroup at about 4.6 and 3.4 mya, respectively,

whereas the D. paulistorum radiation was even more recent, occuring at about 0.9 mya.
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6. Molecular genetic differentiation

Testing for the molecular divergence level presented within and between different
taxa provided some interesting results (Table 5), although they should be interpreted with
caution given the extremely limited sample size applied at the inter-populational and inter-
subspecific levels. In general, there is no strict correlation between the level of reproductive
isolation and the average neutral genetic distance between taxa, at least concerning the
nuclear partitions. Hence, little nuclear genetic differentiation seems to have taken place at
the semispecific level. The mitochondrial partitions, on the other hand, appear to better
conform the rule of increasing levels of reproductive isolation in association to the

accumulation of genetic distance.

DISCUSSION

1. The willistoni subgroup as a challenge to systematics and evolutionists

Phylogenetic relationships within the willistoni subgroup, and especially within the
D. paulistorum complex, have proven here difficult to resolve. In general, the performed
phylogenetic analyses were unable to produce an unambiguous phylogenetic hypothesis,
especially as concerns the D. paulistorum superspecies internal composition. Some levels
of incongruence were found between all the obtained topologies, but the mitochondrial
derived hypothesis detached as the most incongruent ones. Although the phenomenon of
ancestral polymorphism incompletely sorted and asymmetrical introgression can provide
explanations for these kinds of observations, high levels of saturation not easily
circumvented for render the immediate conclusion. This expands the poor performance

presented by mitochondrial genes in recovering the phylogenetic relationships within
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Drosophila previously reported by Goto and Kimura (2001) and Robe et al. (2005) to even
lower taxonomic levels. All these results are probably related to the highly skewed base
composition and to the assymetrical transformation rate matrix presented by the two
mitochondrial protein-coding genes.

Additional tests for the hypotheses of introgression and incomplete lineage sorting
by COI and COII could be conducted if both the mitochondrial genes were isolated from
identical lineages, since as linked markers, they should share identical histories unless
saturation is the main factor. As this is not the case, saturation still provides the best
explanation until now available, even in the case of COIl which is considered the
mitochondrial most conserved gene in terms of amino acid evolution (Simon et al. 1994),
and the mitochondrial gene which possess the greater range of phylogenetic signal (Hebert
et al. 2003). Indeed, COI failed to be a good reference gene to DNA barcoding species
within the willistoni group, as is the original proposal of Hebert et al. (2003). Although the
major outlying sequence (D. paulistorum Amazonian semispecies) could be attributed to
rate acceleration instead of secondary convergence, COI also failed in the differentiation
between D. paulistorum and its two allied species, D. equinoxialis and D. pavlovskiana.
Moreover, COIl diagnose abilities were also put in check by the 100% similarity presented
between D. paulistorum Andean-Brazilian semispecies and the Carmody strain, which is
supposedly a member of the D. equinoxialis species (Gleason et al. 1998). It appears that
also within this subgroup, in agreement with Moritz and Cicero (2004), mitochondrial
DNA divergence is neither necessary nor sufficient as a criterion for delineating species.

If saturation seems to be masking phylogenetic information at the mitochondrial
markers, the picture looks quite different for the nuclear partitions. These markers do not

present high levels of saturation, although they retained some incongruency, especially at
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the inter-semispecific level. In this case, nevertheless, the problem of randomly shared
ancestral polymorphisms, compounded by the scarcity of informative changes on the short
internal branches of the tree seems to be the main source of conflict. Pamilo and Nei (1988)
showed that, for neutral loci, the probability P that a gene tree equals a species tree is
inversely proportional to the population size and directly proportional to the time between
speciation events. Although we can not estimate the population size of the semispecies
ancestral, our recovered trees present extremely short internal branches at their divergence
points, which provides an explanation to the notion that their genomes are mosaics of
conflicting genealogies as an outcome of subsequent divergence bursts or radiations. The
small average genetic distance between these semispecies further suggests that these
radiations are quite recent.

In our case, it is also possible that the molecular phylogenies obtained are unveiling
other phenomena, as the possibility that some hybridization is taking place in the
semispecies evolution. Since most of the crosses between semispecies produce sterile
hybrid males but fertile hybrid females (revision in Ehrman and Powell 1982),
introgression may result from backcrosses between these hybrid females and one of their

parental semispecies - although also these result in male sterility (Ehrman 1960).
2. The willistoni subgroup evolutionary history and taxonomy

Despite these troubles and pitfalls, we obtained a confident description of the
willistoni subgroup evolution. In general, the sibling species appear to have branched out in
the following nested succession: D. insularis > D. tropicalis > D. willistoni > D.
equinoxialis > D. paulistorum and D. pavlovskiana. Similar relationships were previously

reported by Gleason et al. (1998) with the use of the per and the Adh data sets, and by
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Tarrio et al. (2000) with the use of Xdh sequences. Nevertheless, according to Spassky et al.
(1971), D. insularis is probably an insular offshoot of D. tropicalis, whereas Ayala et al.
(1974) placed D. willistoni as the D. tropicalis closest sister-group, to the exclusion of D.
insularis which is positioned as the willistoni subgroup oldest lineage. Otherwise, Cordeiro
and Winge (1995) believed that D. willistoni represents a “presumed remainder of the
primitive species”. The work of Rohde et al. (2006) provides cytogenetic support to our
phylogenetic hypothesis in presenting D. insularis as the most rearranged species, at least
as the IIR chromosome arm is concerned. Furthermore, that study also presents D.
willistoni and D. tropicalis as independent lineages, since they do not share any inversion,
in contrast to D. equinoxialis and D. paulistorum, which share inversion IIRd. Thus, not
only molecular, but also cytogenetic markers seem to support our working hypothesis.

These phylogenetic evidences, nevertheless, do not reflect some taxonomic
designations within the willistoni subgroup, especially as regard to D. pavlovskiana status.
This taxon is characterized by the production of sterile hybrid males and fertile hybrid
females when crossing with any of the D. paulistorum semispecies (see Ehrman and Powell
1982), so it was originally included as another semispecies (Guianan). Kastritsis and
Dobzhansky (1967) further argued that it should be raised to the species level because it is
genetically more distant from the other semispecies than they are from each other. Since
this is not confirmed by any of our phylogenies that includes D. pavlovskiana sequences
neither by Gleason et al. (1998), this seems to be neither a good biological species nor a
phylogenetic species. Thus, we suggest that these individuals should return to the
semispecies taxonomic level.

As concerns the Carmody strain, Gleason et al. (1998) found that, from a

phylogenetic species perspective, the Carmody strain would be classified as D.
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equinoxialis, but their COl sequences did not support this assertion. The available
sequences only further support the Carmody strain (Carmody 1965) as intermediate
between D. paulistorum and D. equinoxialis, the first being supported by COI and the
second by per. Thus, its taxonomic and evolutionary status remain open questions.

Within the D. paulistorum complex TET, a clade comprising the Centro-American
and Transitional semispecies is the oldest lineage, whereas its sister clade encompasses the
other four semispecies: Interior, Amazonian, Andean-Brazilian and Orinocan. Hence, the
allied relationships between the Centro-American and Transitional semispecies were
previously suggested by Ayala et al. (1974) and Spassky et al. (1971), although both these
studies also clustered the Andean-Brazilian strain with them. These results are in
accordance with the observation that the Transitional semispecies is able to produce viable
and fertile hybrids in crosses with the Andean-Brazilian and Centro-American semispecies
(Dobzhansky et al. 1964, Ehrman and Powell 1982). However, Rohde et al. (2006) pointed
out that the Andean-Brazilian and the Orinocan semispecies are homosequential for
inversion IIRdg, supporting our conclusion that these are sister taxa. According to Ayala et
al. (1974) and Spassky et al. (1971), otherwise, the Interior semispecies is Orinocan nearest
relative, since they appear to exhibit a lower degree of isolation. As besides the cytogenetic
data, three different partitions (Adh, Amd and Per) support our result, while none of the
other three individual data sets recover the sister relationships between Interior and
Orinocan, molecular data seem to better conform our total evidence hypothesis. In this case,
Amazonian is clustered with the Orinocan and Andean-Brazilian semispecies, comprising a
clade that presents the Interior semispecies as the closest outgroup.

Although robust and confident results were obtained, we need to be aware that some

of the presented relationships, especially within the D. paulistorum complex are
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incongruent between partitions and individually only tenuously supported. Furthermore, the
two semispecies for which more than a single strain was sequenced were paraphyletic in
most of the recovered trees. These data considered in the context of the small genetic
divergence presented among different semispecies endorses the hypotheses of introgression
and/or incomplete lineage sorting. Moreover, they raise the question if these individual
semispecies are monophyletic at all. Perhaps, the sexual isolation presented by them is only
a result of recent reinforcement (see Ehrman 1965) induced by natural selection against
hybridization of incompatible lineages, whose incompatibility arose mainly through
infection by different endosymbiont lineages (see Ehrman and Powell 1982). Only the
inclusion of different strains encompassing the different semispecies, strengthened by the
study of their endosymbiont lineages can prove this hypothesis true or false. Thus,
although not totally definitive, our results also question some of the previous conclusions
concerning the evolution and taxonomy of the willistoni subgroup.

Despite these uncertainties, taken as a whole our data support the notion that the
origin and diversification of both the willistoni subgroup and the D. paulistorum complex
took place in areas near the North of South America, or in the Central America. This
inference is based on the fact that D. insularis, the most primitive member of the willistoni
subgroup, is restricted to a few islands of the Antilles (Bachli 2008), whereas all the
willistoni subgroup species overlap near the Central America area (Figure 4A). Moreover,
the unique D. paulistorum semispecies which seems to reach other areas is the Andean-
Brazilian one (Ehrman and Powell 1982) (Figure 4B), which occupies a derived positioning
within the D. paulistorum complex tree. However, according to our dating estimates, the
willistoni subgroup started its diversification at about 5.6 Mya, whereas the D. paulistorum

semispecies diverged even more recently, at about 0.9 Mya. This places the D. paulistorum
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radiation in the Pleistocene, conforming the hypothesis first presented by Spassky et al.
(1971) that the semispecies origin may be correlated with Haffer's (1967, 1969)
Amazonian refuge areas. Furthermore, these datings also raise the possibility that the
formation of Panama Isthmus during the Pliocene may have influenced the evolution of the

willistoni subgroup.
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Figure legends

Figure 1: Bayesian majority-rule consensus trees obtained with the A) COIl data set; B)
COll data set; and C) mitochondrial combined data set, and saturation plots presented by
each individual partition. As regards the trees, numbers above the nodes are the Bayesian
posterior probabilities for each clade (the combined analysis in C first presents the values
regarding MrBayes 3.1.2 output, and then those resulting from BayesPhylogenies), whereas
numbers bellow the nodes are the bootstrap supports for each clade in the ML, NJ and MP
trees, respectively. In this case, branch lengths are proportional to the scale given in
substitutions per nucleotide. The saturation plots show the transition (ts) and transversion

(tv) rates plotted against the JC distances (Jukes and Cantor 1969).

Figure 2: Bayesian majority-rule consensus trees obtained with the A) Adh data set; B)
Amd data set; C) Hb data set; D) per data set; and E) nuclear combined data set, and
saturation plots presented by each individual partition. As regards the trees numbers above
the nodes are the Bayesian posterior probabilities for each clade (the combined analysis in
E first presents the values regarding MrBayes 3.1.2 output, and then those resulting from
BayesPhylogenies), whereas numbers bellow the nodes are the bootstrap supports for each
clade in the ML, NJ and MP trees, respectively. In this case, branch lengths are

proportional to the scale given in substitutions per nucleotide. The saturation plots show the
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transition (ts) and transversion (tv) rates plotted against the JC distances (Jukes and Cantor

1969).

Figure 3: D. willistoni subgroup total evidence tree. Numbers above the nodes are the
Bayesian posterior probabilities for each clade in the MrBayes 3.1.2 and Bayesphylogenies
outputs, respectively, whereas numbers bellow the nodes are the bootstrap supports for each
clade in the ML, NJ and MP trees, respectively. Numbers to the right of each node are those
referred to in Table 4 Branch lengths are proportional to the scale given in substitutions per

nucleotide.

Figure 4: Known geographic distribution of the D. willistoni subgroup taxa, that is, the six
sibling species (A) and the six D. paulistorum semispecies (B).

Notes: The distribution of the D. willistoni subgroup siblings followed the data presented by Béchli (2008),

whereas the distribution of the D. paulistorum semispecies is in accordance to Ehrman and Powell (1982).
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Table 1

List of Drosophila species and strains used in this study, with their source and GenBank accession numbers

Group Subgroup Species Semi or Initials Source Adh Amd Col Coll Hb Per
Subspecies
willistoni | willistoni D. paulistorum Amazonian AM Belém, Pa, Brazil EUS532122 U51594 EUS532085 | EUS32110 | U51080
Para Belém, Pa, Brazil EU532128 - EU532091 | EU532105 -
Andean-Brazilian AB Mesitas, Colombia EU532121 U51595 EU532084 | EU532107 U51081
JAI Séao Paulo, SP, Brazil EUS532125 - EU532088 | EU532108 -
MLC Morro da Lagoa da Conceigdo, SC, Brazil EU532126 - EU532089 | EU532111 -
RP Ribeirdo Preto, SP, Brazil EU532129 - EU532092 | EU532109 -
Centroamerican CA Lancetilla, Honduras EU532123 U51596 EU532086 | EU532102 U51082
Interior Int Llanos, Colombia EUS532124 Us51597 EUS532087 | EU532103 U51083
Orinocan Ori Georgetown, Guyana EUS532127 U51598 EU532090 | EU532106 Us51084
Transitional Trans Santa Marta, Colombia EU532130 U51599 EU532093 EU532104 uUs51085
D. pavlovskiana - AF264079 - U51600 AF474101 - U51086
D. willistoni willistoni 1 Belém, Pa, Brazil EU532119 - EU532097 | EUS32112 | U51057
2 - L08648 AF293730 U51590 - * US51064
D. equinoxialis equinoxialis 1 Tefé, AM, Brazil EU532118 - EUS532080 | EUS532101 us51073
2 - U95269 - Us51592 - - Us1076
Carmody strain - - - U51593 - - U51079
D. insularis - 1 St Kitts, Lesser Antilles EUS32120 - EUS532082 | EU532098 -
- 2 - U95273 - U51602 - - U51088
D. tropicalis tropicalis 1 San Salvador, El Salvador EU532131 - EU532095 | EU532100 -
- 2 - U95274 - U51601 - - Us51087
cubana cub Trinidad, Venezuela EU532132 - EUS532096 | EU532099 -
bocainensis | D. capricorni - 1 Florianopolis, SC, Brazil - - - EU532079 | EU532113 -
- 2 - AY335196 - AY335202 - - U51092
D. fumipennis - 1 Florianopolis, SC, Brazil EU532133 - EUS532081 | EU532115 -
- 2 - AF264075 - - - - -
D. nebulosa - 1 Porto Alegre, RS, Brazil - - - EU532083 EU532116 -
- 2 - U95275 AF293717 U51603 - - U51090
D. sucinea - 1 México City, Mexico - - EU532094 | EU532114 -
- 2 - AY335197 - AY335203 - - U51091
saltans D. sturtevanti - AY335201 - AY335205 | AF045084 | EUS32117 | AY3352
19

Newly obtained sequences are underlined. (2) Population origin refers only to samples which were the source of new sequences. (3)The Amd sequences were not yet submitted.
* The D. willistoni_2 sequence was obtained through Blast searches in the D. willistoni genome (http://insects.cugenes.org/species/blast/).
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Table 2

Properties of the molecular data sets

Adh Amd Hb Per Combined COl coll Combined Total dataset
nuclear mitochondrial
N° of positions in the alignment 675 882 753 1,249 3,445 495 672 1,167 4,612
N° of OTU’s 26 19 21 18 12 16 21 15 12
N° of variable sites 196 231 211 389 801 83 108 180 952
N° of parsimoniously informative sites 131 109 111 224 296 50 68 111 363
Total Nucleotide frequencies®
-A 25.2 253 26.1 24.7 25.1 293 324 31.1 26.7
-C 22.8 20.6 30.4 28.1 25.8 13.1 13.3 13.2 22.6
-G 21.6 27.8 23.2 27.0 25.6 15.9 13.1 14.3 22.7
-T 30.5 26.2 20.3 20.1 23.5 41.7 41.1 41.4 28.1
Transition/Transversion ratio® 1.3 1.6 1.6 1.4 1.5 1.1 1.3 1.1 1.5
X test 18.4504 16.6009 30.9267 42.6879 33.1674 3.3131 3.3322 3.1353 29.0558
(df=75), ns (df=54), ns (df=60), ns (df=51), ns (df=33), ns (df=45), ns (df=60), ns (df=42), ns (df=33), ns
MrModelTest best fit model HKY +1+G GTR+1+G GTR+ G HKY +1 GTR+1+G GTR +G GTR +1 GTR+1+G GTR+1+G
ModelTest best fit model TIN+I1+G TIN+I1+G GTR+G TVM +1 GTR+1+G GTR +G GTR +1 GTR+1+G GTR+1+G
Proportion of invariable sitesb 0.4077 0.3817 - 0.5602 0.3497 - 0.7764 0.7504 0.4489
Gamma distribution shape parameterb 0.6862 0.7806 0.3540 - 0.7215 0.0804 - 1.9212 0.7487
Rate matrix®
-rAC 1.0000 1.0000 1.6022 1.0042 0.7850 14.1908 15.0255 14.5795 1.0970
-rAG 2.0801 3.2972 2.8549 3.5802 2.3545 14.2812 52.3595 33.7375 3.2626
-rAT 1.0000 1.0000 1.3107 1.2932 1.0259 23.4564 33.8078 26.9169 1.5397
-CG 1.0000 1.0000 0.7294 0.6815 0.6111 5.6948 0.0000 0.0000 1.0388
-1CT 3.4028 5.4891 6.0628 3.5802 3.7855 165.2966 199.7041 198.8293 5.4761

* Empirical values as obtained by Mega 3.1 program. "Maximum likehood settings from the best fit model selected by AIC in ModelTest 3.7.

Abbreviations: ns, not significant; HKY, Hasegawa-Kishino-Yano model (Hasegawa et al. 1985); TrN, Tamura-Nei model (Tamura & Nei, 1993); GTR, General Time Reversible (Rodriguez et al.,
1990); TVM, transversional model; I, proportion of invariable sites; G, shape parameter of gamma distribution.
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Table 3

p values resulting from pairwise PHT performed between each of the six data partitions

included in the total evidence analyses

Adh Amd Hb Per Col Coll
Adh - 0.385™ 0.933™ 0.134 0.002%** 0.001**
Amd - 1.000™ 0.004%** 0.006** 0.001%*
Hb - 0.061™ 0.001%* 0.002%*
Per - 0.001%** 0.001%**
col - 0.001%**
coll -

* Not significant; * Significant at the 0.05 level; ** Significant at the 0.01 level.
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Table 4
Average Partitioned Bremer Support (PBS) scores for each of the six gene partitions across

the willistoni subgroup TET (Fig. 3)

Clade Adh Amd Hb Per Col call
1 1.0 1.0 0.0 8.0 -1.0 -1.0
2 -0.5 1.0 0.0 0.0 1.0 -0.5
3 0.0 -2.0 0.0 -1.0 -2.0 7.0

4 -1.0 1.0 0.0 0.0 0.0 2.0

5 6.0 1.5 2.0 5.5 0.5 -3.5

6 1.75 3.0 7.75 19.0 2.0 35

7 1.0 -1.0 -1.0 6.0 3.0 -2.0
8 4.0 2.0 9.0 15.0 -2.0 -6.0
9 15.0 14.0 25.0 42.0 9.0 20.0
X PBS 27.25 20.5 42.75 94.5 10.5 19.5
Min steps 290 280 256 490 94 125

*% PBS/ Min 0.094 0.073 0.167 0.193 0.112 0.156
steps

* PBS values summed across the tree and standardized by the minimum number of steps for each partition in their corresponding
Bayesian Tree (Figs. 1 and 2).
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Table 5

Average genetic distance between taxa at different taxonomic levels within the willistoni

group, for each of the six different data partition included in the total evidence analyses

Taxonomic level Adh Amd Hb Per COl Coll
Between populations 0.016 0.014 0.014 0.002 - -
Between subespecies 0.018 0.018 0.004 0.014 - 0.002
Within semispecies 0.010 | 0.0095 | 0.000 - - 0.0015
Between semispecies 0.010 0.0125 0.005 0.0084 0.024 0.014
Between sibling species 0.044 0.0533 0.045 0.051 0.028 0.026
Between non-sibling 0.117 0.120 0.077 0.090 0.049 0.057
Between sibling and non-sibling species 0.138 0.120 0.114 0.150 0.067 0.068
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Supplementary Material - Table 1S

Summary of the Templeton (T) and Shimodaira-Hasegawa (SH) Tests results

Topologies
COl coll Col+coll Adh Amd Hb Per Nuclear TET
Partitions T SH T SH T SH T SH T SH T SH T SH T SH T SH
Col B B X X X X X X X v X X X X X X X X
coll X X B B v v X X X X X X X X X X X v
Combined mitochondrial v X 4 v B B X X X X X X X X X X X v
Adh X X X X X X B B X X X X 4 v 4 v v v
Amd X X X X X X X X 4 v v X X v B B X v
Hb X X X X X v v v v v B B v v v v v v
Per X X X X X X 4 4 X X X X B B 4 4 v v
Combined Nuclear X X X X X X X v X X X X v v B B X v
All data X X X X X X X v X X X X X v v v B B

Notes: The letter B denotes the best tree found under the maximum parsimony (for the Templeton Test) or under the maximum likelihood (for the Shimodaira-
Hasegawa Test) criterion for the different partitions. X indicates that the topology was rejected, whereas v indicates that the topology was accepted.

241



Figure 1
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Figure 3

98, 100, 99

Dpaulistorum Ori

1.00, 1.00
98, 94, 98
0.94, 0.94 | = Dpaulistorum AB
63, -, 65

0.99. 1.00 L— Dpaulistorum Am

&5, -, 66

1.00.1.00 Dpaulistorum Int

Dpaulistorum CA

1.00, 1.00 4 1.00,0.98
100, 100, 100 6 R
Dpaulistorum Trans
1.00, 1.00]
93, 79.90 — Dequinoxialis
1.00, 1.00
99, 100, 100 i Dwillistoni
1.00, 1.00
LLAALULEALS Dtropicalis
Dinsularis

Dsucinea

Dnebulosa

0.1

244



Figure 4A
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Figure 4B
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CapriTuLO VI

CONCLUSHES GERAIS E PERSPECTIVAS

Com mais de 3.900 espécies distribuidas em 76 géneros (Bichli, 2008), a familia
Drosophilidae representa um dos mais diversos e amplamente distribuidos grupos de
insetos pertencentes a ordem Diptera. Ao longo de sua distribuicdo, os drosofilideos
desempenham um papel fundamental nas cadeias alimentares saprofiticas dos mais diversos
ecossistemas. Além disso, diferentes espécies pertencentes a esta familia tornaram-se, ao
longo dos ultimos 100 anos, organismos modelo ideais nas mais diversas areas da pesquisa

biologica, principalmente no ambito genético e evolutivo.

A familia Drosophilidae subdivide-se internamente em duas subfamilias:
Steganinae, que apresenta 28 géneros; e Drosophilinae, que perfaz outros 47 géneros (Toda,
2007; Béchli, 2008). Grimaldi (1990), com base na analise de caracteres morfologicos,
confirmou a monofilia da familia Drosophilidae e das suas subfamilias. Posteriormente,
Remsen & O’Grady (2002) obtiveram resultados semelhantes a partir da analise combinada

de caracteres morfoldgicos e moleculares.

O género Drosophila destaca-se como membro mais notavel da familia
Drosophilidae, uma vez que, sozinho, ele abrange cerca de um ter¢o de suas espécies,
desempenhando ainda um papel fundamental no desenvolvimento cientifico bioldgico.
Entretanto, o proprio posicionamento do género Drosophila dentro de Drosophilidae é
questionado, sendo que diferentes trabalhos tém evidenciado sua composi¢do parafilética

com relagdo a diversos outros géneros (Throckmorton, 1975; Thomas & Hunt, 1991 e
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1993; DeSalle, 1992a e b; Pélandakis & Solignac, 1993; Russo et al., 1995; Kwiatowski et
al., 1997; Remsen & DeSalle, 1998; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999a e
2001; Katoh et al., 2000; Remsen & O’Grady, 2002; Zilversmit et al., 2002; Yotoko et al.,

2003; DaLage et al, 2007).

A situagdo agrava-se quando parte dos oito subgéneros pertencentes ao género
Drosophila sdo considerados. Quando incluidos em analises mais amplas, estes subgéneros
revelam-se, muitas vezes, mais distantes entre si do que aos demais géneros da familia
(Russo et al., 1995; Katoh et al., 2000; Kwiatowski & Ayala, 1999; Tatarenkov et al., 1999
e 2001; Remsen & O’Grady, 2002; Dalage et al., 2007). Apesar disso, nenhuma
proposi¢do efetiva de revisdo taxondmica foi at¢é o momento apresentada para o género

Drosophila.

Existem, ainda, muitos grupos de espécies pertencentes ao género Drosophila que
foram subrepresentados em analises filogenéticas prévias. O subgénero Drosophila, por
exemplo, apesar de constituir o maior representante do género Drosophila (com 721
espécies — Bichli, 2008) e ocupar o status de maior representante da familia Drosophilidae
na regido Neotropical (Val et al., 1981), ndo apresenta, at¢ o momento suas relagdes
filogenéticas esclarecidas. Apenas Throckmorton (1975), e mais recentemente Remsen &
O’Grady (2002) e Dalage et al. (2007) buscaram avaliar relagdes de amplo nivel dentro
deste subgénero. Além disso, diversos autores levantaram a possibilidade de que o
subgénero Drosophila (ou parte dele) represente um grupo de evolugdo complexa, que se
originou e se diversificou através de sucessivos eventos de radiagcao (Throckmorton, 1962 e

1975; Yotoko et al., 2003).
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Embora o subgénero Sophophora tenha sido mais amplamente amostrado do que os
demais, ele também apresenta uma série de questdes em aberto. O grupo willistoni em
particular representa um complexo taxondémico cuja evolu¢do ainda ndo se encontra
totalmente esclarecida, a despeito de diversas tentativas prévias (Spassky et al., 1971;

Ayala et al., 1974; Gleason et al., 1998; Tarrio et al., 2000).

Todas estas inconsisténcias, incongruéncias e irresolugdes contrapdem-se ao fato de
que a obtengdo de uma hipétese filogenética robusta para Drosophila apresenta uma
importancia fundamental (Powel & DeSalle, 1995), ndo s6 para o entendimento da
evolugdo de caracteristicas ja conhecidas para o grupo, como também para a interpretagao e
para o delineamento de estudos futuros. Considerando-se este fato, a presente tese foi
desenvolvida com o objetivo principal de auxiliar na resolugdo de diversas questdes
relacionadas a historia evolutiva do género Drosophila, principalmente no que diz respeito
a alguns de seus tdxons menos compreendidos filogeneticamente, mas que se destacam pela
diversidade apresentada no Novo Mundo: o subgénero Drosophila e o grupo willistoni do
subgénero Sophophora. Neste sentido, buscou-se ndo so6 ao estabelecimento das relagdes
filogenéticas entre as espécies, mas também a proposicao dos periodos e cenarios que

possivelmente atuaram na geragao da atual diversidade.

Para tanto, o Capitulo Il desta tese apresenta os resultados obtidos mediante
utilizagdo dos genes Amd e COIl na busca pelo estabelecimento das relagdes filogenéticas
entre espécies Neotropicais do subgénero Drosophila. De modo geral, as arvores obtidas
com Amd e as arvores de evidéncias totais recapitulam Throckmorton (1975) em diversos
aspectos, sendo que ambas reconstrugdes apresentam definigdes monofiléticas para as

radiagdes immigrans-Hirtodrosophila (dada a exclusao do subgénero Dorsilopha e a
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inclusdo de D. funebris e do género Liodrosophila) e virilis-repleta, que representam a
grande subdivisdo interna do subgénero Drosophila. Além disso, e também em
concordancia com Throckmorton (1975) estas duas abordagens apresentam o subgénero
Sophophora como uma ramifica¢do basal dentre os Drosophilinaec amostrados, de modo
que o subgénero Drosophila adquire um carater parafilético. COIl, porém, revelou alguns
niveis de incongruéncia com relagdo ndo s6 a Amd, como também com relagdo a
Throckmorton (1975). A alta saturacdo apresentada por este marcador parece ter
prejudicado sua performance, principalmente no que diz respeito as relagdes de nivel mais
inclusivo. Neste sentido, ainda que a radiagdo immigrans-Hirtodrosophila tenha sido
recuperada nas analises realizadas a partir da matriz de COIll (dada a inclusdo de D.
funebris, D. nannoptera e do género Liodrosophila), a radiag@o virilis-repleta revelou-se
inteiramente parafilética para as seqiiéncias de COIl, e o subgénero Sophophora misturou-
se com alguns de seus membros. Ambos os marcadores, entretanto, concordaram no
estabelecimento de um grupo tripunctata parafilético, embora Amd tenha suportado a

monofilia da radiagdo tripunctata, diferentemente de COII.

No Capitulo 111, por outro lado, buscou-se resolver algumas destas incongruéncias
ao ampliar a amostragem de espécies pertencentes ao subgénero Drosophila, bem como o
numero de nucleotideos analisados. Neste sentido, além de novas seqiiéncias para o gene
Amd, seu paralogo Ddc também foi seqiienciado. Adicionalmente, seqiiéncias do gene para
fator de transcri¢do Hb também foram incluidas nas analises visando um refinamento das
relagdes filogenéticas dentro da radiagdo immigrans-tripunctata. Como no Capitulo Il
COIl demonstrou maiores niveis de congruéncia no clado referente aos membros desta

radiagdo, suas seqiiéncias também foram incluidas nesta parte da andlise. De modo geral, os
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resultados obtidos mediante analise individual e combinada dos genes Amd e Ddc
favorecem a hipotese de que o subgénero Sophophora compreende uma ramificagdo basal
em Drosophilinae, enquanto que um subgénero Drosophila parafilético subdivide-se em
trés maiores clados: a radiagdo immigrans-tripunctata, a radiagdo virilis-repleta, e a
radiagdo dos drosofilideos hawaianos. E possivel que a inclusio de novas espécies nestas
analises revele, ainda, a presenca de outros grandes clados, como por exemplo, aquele que

compde Zaprionus ¢ Liodrosophila.

Ainda no Capitulo Ill, estimativas bayesianas de datagdo dos eventos de
divergéncia dentro destas trés radiacdes demonstram que pelo menos suas ramificagdes
basais se deram ao longo do Oligoceno e no inicio do Mioceno, épocas de relativa
estabilidade climatica. Desta forma, ¢ bastante provavel que a invasdo do Novo Mundo
pelo ancestral destas linhagens tenha fornecido oportunidades de diversificacdo e
especiacdo a estas espécies, ao apresentar uma grande variedade de nichos alternativos
disponiveis. Além disso, a busca por uma filogenia robusta para a radiacdo immigrans-
tripunctata foi parcialmente alcangada pela analise combinada dos genes Amd, Ddc, Hb e
COIl. Diferentemente das analises moleculares anteriores (Capitulo Il, Yotoko et al.,
2003), as reconstrugdes filogenéticas obtidas com estes dados concatenados forneceram
altos niveis de suporte as relagdes internas a radiagdo immigrans-tripunctata, que se
apresentou subdividida em trés linhagens principais: as linhagens tripunctata, cardini e
mediostriata. Entretanto, a sobreposi¢do das estimativas de tempo de diversificagao destas
trés linhagens em cerca de 18,5 milhdes de anos atrds, bem como o curto tamanho dos
ramos recuperados para alguns de seus ramos internos suportam o cenario em que radiagdes

rapidas e sucessivas levaram a origem e diversificacdo da radiacdo immigrans-tripunctata.
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Desta forma, nos Capitulos 11 e 111 o objetivo de obter uma descri¢do confiavel da
histoéria evolutiva do subgénero Drosophila foi alcangado com um sucesso até maior do que
o esperado, dadas as estimativas prévias de que este grupo de drosofilideos representa um
cenario complexo (Powell & DeSalle, 1995), em que rapidas e sucessivas radiacdes
(Throckmorton, 1962 e 1975) atuaram na geragao da diversidade atual. Na verdade, embora
niveis confiaveis de resolucao tenham sido alcangados, principalmente no que diz respeito
ao Capitulo 111, ainda é bastante provavel que o acimulo de novos marcadores fornega
hipoteses alternativas, uma vez que eventos de incomplete lineage sorting e introgressio
parecem ser possiveis complicadores na obtencao de cendrios compartilhados mesmo entre

marcadores ndo saturados.

De modo geral, os resultados apresentados nos Capitulos Il e Il embasam-se
amplamente nas rela¢des inferidas a partir de Amd e Ddc, que, como genes ligados,
forneceram hipodteses congruentes. Mais do que isto, entretanto, Amd ¢ Ddc se mostraram
amplamente adequados para analises filogenéticas envolvendo este nivel de divergéncia em
Drosophila. Embora alguns niveis de satura¢do tenham sido evidenciados em ambos os
casos, a ado¢do de modelos e métodos mais complexos (Nei & Kumar, 2000) parece ter
recuperado com €xito a maior parte do sinal apresentado por estes genes. Desta forma,
como muitas relagdes obtidas apresentam suporte de outros marcadores, €, mais do que isto,
tem suporte morfologico (Throckmorton, 1962 e 1975), acredita-se que niveis adicionais de
confiabilidade podem ser acrescentados aos dados apresentados. E por apresentar sinais
filogenéticos tdo fortes mesmo em cendrios evolutivos complexos, como aqueles que
possivelmente deram origem ao subgénero Drosophila, se levanta a possibilidade de que

estes genes estejam atuando, em alguns casos, como genes de especiagdao. Talvez,
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mudangas particulares na esclerotizacdo e/ou pigmentacao da cuticula (ver Anexo I)
tenham sido fatores importantes na obtencao de isolamento reprodutivo pré-zigoético entre
algumas populacdes, uma vez que estas propriedades podem alterar padroes de
reconhecimento do parceiro sexual, como também modificar a morfogénese da genitalia,
que, ao adquirir novas formas, pode levar a eventos de isolamento reprodutivo. Entretanto,
somente a continuidade dos estudos filogenéticos relacionados ao subgénero Drosophila,
bem como a continuidade dos estudos relacionados a evolu¢do molecular dos genes Amd e
Ddc podera testar com maior eficiéncia os pontos fortes e fracos de todas as hipoteses aqui

discorridas.

Seja como for, ja ¢ evidente, pelos dados atuais, que a taxonomia de Drosophilidae
encontra-se um pouco defasada. O problema ¢ que uma mudanca nesta area acarretaria
problemas futuros na comunicagdo € mesmo no entendimento de milhdes de manuscritos ja
publicados com a taxonomia atual. Mais do que isto, pelos dados atuais, € provavel que
uma das maiores mudangas taxonomicas se desse no proprio subgénero Sophophora, que,
pelo atual status filogenético, deveria ser alocado a um género a parte. Isto faria com que,
por exemplo, a familiar Drosophila melanogaster fosse renomeada a desconhecida
Sophophora melanogaster, o que certamente mexeria com os alicerces cientificos. Como a
proposicdo de tamanha mudanca ndo ¢ tarefa facil, dados sdo acumulados sem efeitos na
classificagdo, que permanece estavel a despeito dos avangos no conhecimento. Mais
recentemente, movimentos estdo sendo feitos no sentido de mudar a espécie tipo do género
de D. funebris para D. melanogaster (Linde et al., 2007), de forma que, se a atualizagdo

taxondmica ocorrer, nao teria maiores efeitos na nomenclatura de sua espécie mais popular.
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Resta saber o que aconteceria neste caso com a nomenclatura subgenérica. Aparentemente,

esta nova medida parece complicar ainda mais o cenario.

Enquanto questdes de ordem maior perduram no que diz respeito a filogenia e a
taxonomia de grandes grupos, como por exemplo, o género e o subgénero Drosophila,
resolver questdes de nivel menos inclusivo ndo deixam de ter sua importancia. Neste
sentido, o Capitulo 1V foi delineado com o objetivo de resolver algumas questdes acerca
das relagdes filogenéticas e da propria taxonomia de um grupo Neotropical,
fundamentalmente Andino, pertencente a radiacgdo virilis-repleta do subgénero Drosophila:
o grupo mesophragmatica. Embora houvessem ainda algumas inconsisténcias acerca das
relagdes internas deste interessante grupo (Nacrur, 1958; Brncic et al., 1971; Nair et al.,
1971), as analises realizadas a partir de mais de 4.300 pb, compreendendo cinco diferentes
marcadores (Adh, Amd, Ddc, Hb e COIl) analisados individual e simultaneamente,
apresentaram suporte para sua subdivisdo em trés linhagens: o primeiro, compondo a
ramificagdo basal, ¢ formado por D. viracochi; o segundo constituido pelas espécies
cripticas D. gaucha e D. pavani; e o terceiro misturando representantes das espécies D.
gasici com D. brncici, apresentando D. mesophragmatica como divergéncia basal. Mais
uma vez, os genes Amd e Ddc, foram inteiramente congruentes com este cenario, também
suportado pela arvore de evidéncias totais, enquanto Adh, Hb e COIl apresentaram
pequenas e isoladas incongruéncias. A partir destes resultados, se propds uma mudanga na
taxonomia do grupo, de forma que esta passasse a refletir esta subdivisdo em trés, e nao
dois subgrupos. Também foi possivel inferir a acdo dos fendmenos de incomplete lineage
sorting e introgressdo neste pequeno grupo de espécies, dado que principalmente no que se

refere ao subgrupo composto por D. gasici, D. brncici e D. mesophragmatica rela¢des
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incongruentes e espécies parafiléticas foram definidas. Desta forma, os complicadores
representados por estes fatores parecem se fazer presentes nos mais diversos niveis de
divergéncia dentro do subgénero Drosophila. Além disso, pela datacdo dos eventos de
divergéncia e especiacao dentro do grupo, foi possivel evidenciar a acdo que os fendmenos
andinos de glaciagdo, e a conseqiiente formagao de refligios, tiveram na evolucao do grupo,
principalmente durante o Plioceno e o Pleistoceno. Desta forma, os eventos de especia¢ao
dentro do grupo mesophragmatica parecem ndo fugir a regra geral de que o padrio
temporal da evolugdo de Drosophilidae encontra-se intimamente correlacionado a
fragmentagdo de habitat decorrente do resfriamento paleoclimatico do Cenozdico (Tamura

etal., 2004).

Enquanto todos os capitulos anteriores buscaram auxiliar no estabelecimento da
historia evolutiva entre grupos e espécies pertencentes ao subgénero Drosophila, o
Capitulo V foi designado no sentido de buscar niveis adicionais de resolugdo a questdes
referentes a evolucdo de um grupo de espécies Neotropicais pertencentes ao subgénero
Sophophora que também apresenta uma série de lacunas no conhecimento de sua historia
evolutiva: o grupo willistoni. Este grupo destaca-se por sua complexidade taxonOmica e
evolutiva, sendo composto por tdxons em variados niveis de diferenciacdo: espécies
morfologicamente distintas, espécies cripticas, semi-espécies, subespécies e populagdes.
Neste caso, embora amplos niveis de incongruéncia tenham sido detectados
majoritariamente entre as particdes nucleares (Adh, Amd, Hb e Per) e as mitocondriais
(COI e COIl), bem como no que se refere as particoes mitocondriais comparadas entre si,
nenhuma das nove topologias construidas foi idéntica a qualquer uma das outras. As

incongruéncias e inconsisténcias dos genes mitocondriais podem, sem qualquer duvida, ser
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atribuidas a sua evidente saturacdo. Desta forma, mais uma vez, marcadores mitocondriais
tiveram uma performance filogenética pobre, principalmente se comparados aos
marcadores nucleares, o que também pdde ser constatado nos Capitulos II, 11l e IV. A
composi¢ao nucleotidica enviesada, a sua matriz de transformagao fortemente assimétrica e
a heterogeneidade de taxas evolutivas entre sitios apresentada pelos genes mitocondriais,
parecem constituir limitadores consideraveis no que diz respeito ao seu desempenho na
busca por reconstrugdes filogenéticas no género Drosophila. Mais do que isso, estes fatores
parecem colocar em cheque a propria utilidade do gene COIl no processo de DNA
Barcoding (Hebert et al., 2003) dentro do género. Como fortes sinais de saturagdo ndo
foram evidenciados para os genes nucleares, que também apresentaram algumas
incongruéncias, ¢ possivel que processos complexos atribuidos a prépria evolugao do grupo
willistoni (incomplete lineage sorting e introgressdo) também atuem, mais uma vez, cOmo

fatores complicadores na obtencao de uma historia filogenética robusta e unica.

No caso do Capitulo V, entretanto, diferentemente do que fora apresentado para as
espécies pertencentes ao subgénero Drosophila, Amd n3o se destacou como gene mais
informativo, principalmente no que se refere as OTU’s mais proximas (semiespécies de D.
paulistorum e D. equinoxialis), de forma que seu limiar de utilidade filogenética parece ter
sido ultrapassado. Mesmo assim, Amd contribuiu para o estabelecimento das rela¢des
filogenéticas do subgrupo willistoni em niveis mais inclusivos e, juntamente com os outros
genes nucleares - Adh, Per e Hb, parece ter fornecido sinais suficientes para a reconstru¢io
de uma filogenia relativamente confidvel, dada sua concordancia com uma série de
resultados prévios (Gleason et al., 1998; Tarrio et al., 2000; Rohde et al., 2006). Com base

na filogenia de evidéncias totais foi possivel, inclusive, fazer inferéncias acerca do cenario
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evolutivo que levou a origem e diversificagdo do subgrupo willistoni, bem como fazer
proposicdes de ordem taxonomica. De modo geral, ancestrais de subgrupo willistoni e da
propria super-espécie D. paulistorum, parecem ter iniciado sua diversificagdo e dispersdo a
partir de centros localizados ao norte da América do Sul e na América Central. Mais uma
vez, refugios Pleistocénicos parecem ter sido importantes na divergéncia das semi-espécies,
cuja monofilia foi, inclusive, questionada. Levantou-se, neste sentido, a possibilidade de
que o simples compartilhamento de linhagens de endossimbiontes semelhantes por
populacdes diferentes possa estar levando a diferenciagdo destas populacdes com relacao as
demais. Mais uma vez, somente a continuidade dos estudos devera esclarecer de maneira

mais satisfatoria o cendrio subjacente.

De modo geral, tanto nos Capitulos Il e 11, quanto nos Capitulos IV e V, as
arvores reconstruidas a partir dos caracteres concatenados foram consideradas as melhores
hipoteses evolutivas para as OTU’s em questdo, mesmo quando sinais significativos de
incongruéncia foram detectados entre as partigdes individuais. Embora esta seja uma
abordagem controversa (Kluge, 1989; Queiroz et al., 1995; Huelsenbeck et al., 1996),
considera-se realisticas as defesas apresentadas por Baker & DeSalle (1997), Remsen &
DeSalle (1998) e Remsen & O’Grady (2002), por exemplo, que demonstram na pratica que
a combinagdo de diferentes particdes, ainda que heterogéneas, amplifica o sinal filogenético
presente nas mesmas em detrimento do ruido. Isto por que, conforme esperado, quando o
ruido ¢ devido a um excesso de homoplasias e substituigdes multiplas, o mesmo se dispersa
em diversas direcdes, enquanto o sinal filogenético tende a ser sempre o mesmo. Por outro
lado, quando o “ruido” deve-se ao fenémeno de incomplete lineage sorting, concatenar

fornece evidéncias de qual o sinal mais freqiiente, o que pode, em boa parte dos casos,
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fornecer a historia “verdadeira”. Neste caso, parece ser particularmente adequado o uso de
estimativas bayesianas, que além de permitirem a atribuicdo de modelos de substituicao
especificos a cada parti¢do (Programa MrBayes — Huelsenbeck & Ronquist, 2001), também
permitem a subdivisdo a posteriori da matriz concatenada (Programa BayesPhylogenies —

Pagel & Meade, 2004).

Enfim, embora a presente tese tenha contribuido para o estabelecimento das relacdes
filogenéticas e mesmo da historia evolutiva de algumas dentre as 3.900 que atualmente
compdem a familia Drosophilidae, ¢ importante mencionar que, dada a impossibilidade de
se conhecer a filogenia verdadeira das espécies, apenas o acimulo de novos estudos podera
nos aproximar de um cendrio mais verossimil e confiavel, que pode ou nao ser semelhante
ao aqui apresentado. Entretanto, além de fornecer argumentos que fortalecem a justificativa
da continuidade dos estudos relacionados a estes grupos de espécies, esta tese fornece

iniimeras novas perspectivas, tais como:

- A expansdo das analises envolvendo Amd e Ddc para outras espécies e géneros de

Drosophilidae;

- A inclusdo de marcadores de evolugdo lenta, tais como o gene 28S, nestas

analises;

- A realizagdo de analises filogeograficas em algumas espécies estudadas, como por
exemplo, o grupo cardini, a fim de analisar diversos aspectos de sua historia evolutiva e sua

estruturagdo populacional;

- A realizagdo de uma analise filogeografica envolvendo as semi-espécies de D.

paulistorum, para acessar sua diferenciacdo genética e sua estruturagio;
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- A realizacdo de uma analise filogenética de endossimbiontes do grupo willistoni, a

fim de evidenciar a correlagao entre a filogenia dos hospedeiros e aquela de seus parasitas;

- O estudo dos padrdes de evolugdo molecular de Amd e Ddc, bem como outros
genes, em D. immigrans e D. mediopicta, que se destacaram como as espécies que
apresentam as menores € maiores taxas evolutivas no subgénero Drosophila,

respectivamente;

- Evidenciar os padrdes de expressao dos genes Amd e Ddc no subgénero

Drosophila, a fim de inferir mudangas em seu padrio espago-temporal de expressao;

- Analisar a continuidade da ligagdo dos genes Amd e Ddc no cluster génico Ddc,

nos genomas disponiveis de Drosophila;

- Analisar a evolugdo do tamanho dos introns de Amd e Ddc ao longo do subgénero

Drosophila, avaliando seus padrdes de evolugdo no grupo.
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ANEXO |

(Referente aos Capitulos 11, 111, IV e V)

Os MARCADORES UTILIZADOS

A escolha do gene adequado ao problema filogenético em questdo ¢ uma etapa
crucial na realizagdo de qualquer estudo evolutivo. Alinhamentos perfeitos, em que a maior
parte dos sitios estdo conservados entre as seqii€ncias, costumam ser pouco informativos.
Por outro lado, quando as seqiiéncias analisadas sdo muito divergentes, as diferencas
estardo sendo demasiadamente subestimadas, devido a ampla ocorréncia de substituigoes
multiplas, reversas e paralelas. Segundo Russo (2001), um bom indicador de qudo
adequado ¢ o gene utilizado ¢ o resultado final do alinhamento das seqiiéncias, quando se
recomenda que a proporcao de diferencas entre duas seqiiéncias alinhadas nao ultrapasse
20-30%. Hillis et al. (1996), entretanto, afirmam que o uso do percentual de divergéncia
entre seqiiéncias homologas na estimativa da utilidade do gene para a resolucdo do
problema em foco pode ser desastroso, pois € possivel que uma pequena propor¢ao dos
sitios se encontre totalmente livre de pressoes seletivas, e, desta forma, saturado, enquanto
a maioria dos sitios permaneca invariavel. De modo geral, genes com altas taxas evolutivas
sdo uteis para o estudo de individuos, familias e populacdes, enquanto que aqueles que
evoluem mais lentamente sdo melhor utilizados no estudo de espécies ou taxons supra-
especificos (Solé-Cava, 2001). Muitas considera¢des devem, ainda, ser feitas, no que diz
respeito a neutralidade do marcador escolhido. Segundo Avise (2004), o sentimento de que

marcadores moleculares devem, necessariamente, ser neutros ¢ uma supersimplificagao,
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embora este autor ressalte que intensidades diferentes de selegdo direcional ou
diversificadora geram uma heterogeneidade de taxas mutacionais entre as OTU’s, enquanto
que a selecdo balanceadora pode reter polimorfismos moleculares particulares apos

sucessivos eventos de especiagao.

Como o principal foco dos estudos realizados nesta tese foram relagdes entre
espécies e grupos proxima e medianamente relacionados, em sua maior parte pertencentes a
um mesmo subgénero, buscou-se marcadores com taxas evolutivas intermedidrias. Neste

caso, os escolhidos foram:

O GENE ADH (ALCOOL DESIDROGENASE)

O produto do gene Adh ¢é o maior responsavel pela capacidade de Drosophila, em
seus estadgios larvais ou adultos, de explorar diferentes substratos em estado de
fermentacdo, uma vez que este gene confere resisténcia ao etanol (Linsley & Zimm, 1992).
Neste sentido, a enzima Adh metaboliza a maior parte do alcool produzido pelas leveduras
a partir da fermentagdo do substrato, convertendo este material em substancias ndo-toxicas
¢ permitindo sua utilizagdo como fonte energética. Além disso, Adh também catalisa a
oxidagdo de acetaldeido a acetato (Lindsley & Zimm, 1992). Em ambas atividades, Adh

funciona como um homodimero.

A atividade de Adh varia durante o desenvolvimento de Drosophila (Goldberg,
1980): a enzima ¢ primeiramente detectada em larvas de primeiro instar, aumentando sua
atividade ao longo do desenvolvimento larval, e gradualmente declinando durante o estagio
de pupa. Antes da emergéncia dos adultos, entretanto, Adh volta a atividade e atinge seu

pico 5-10 dias depois. Estima-se que Adh compreenda cerca de 1% das proteinas presentes

287



em individuos adultos (Sofer & Ursprung, 1968), mesmo que seja expressa apenas em nivel

de corpos gordurosos e intestinos (Lindsley & Zimm, 1992).

Pela utilizacao de sitios de iniciagdo da transcri¢ao alternativos, somada ao uso de
sitios alternativos de término da transcricdo e ao processo de splicing alternativo, Adh
produz cinco RNA’s mensageiros diferentes, mas que apresentam o mesmo potencial
codificador (Entrez Gene, site NCBI) (Fig. 01). Embora eventos de splicing alternativo
demarquem a presenca de diversos introns dentro da regido nao-codificadora, apenas dois

introns sdo encontrados dentro da regido codificadora (Goldberg, 1980).

HT_033779.4
[ 1481 5555 [ 14818502
50 | 5"
BH_ Bdin3zn3s.1 [ l—- I T I B HF_00i0a7 269, 1
NH_ 81032035 1 B N NF_a8l02Tee7al
NH_ 0810320951 Bl I NN NP_0B102T266.1
NH 0010320971 I B hF 0010272681
NH_ 0810320891 Il NS NP_O8102TRT 0]
0 - coding resdon B - wntronslated resion

Figura 1 — Mapa genémico do gene Adh em D. melanogaster, conforme obtido no Entrez Gene, do site NCBI,
contendo os numeros de acesso das seqiiéncias de mRNA (a esquerda, em azul), das seqiiéncias de proteinas
(a direita, em vermelho), e da seqiiéncia de nucleotideos do gene inteiro (em cima, em preto), cuja extensao
abrange os nimeros posicionados acima da figura em ambas extremidades. Retangulos representam éxons
enquanto que suas linhas conectoras indicam introns. Regides ndo-traduzidas 5’ e 3’ estdo demarcadas em
azul, enquanto a regido codificadora encontra-se demarcada em vermelho.

Duas caracteristicas apresentadas pelo gene Adh, entretanto, desfavorecem sua
utilizacdo em estudos acerca das relagdes filogenéticas em Drosophilidae: (1) a inferéncia
da atuacdo de uma seleg@o positiva, a0 menos no que diz respeito ao grupo melanogaster de
Drosophila (McDonald & Kreitman, 1991); (2) a existéncia de um grande numero de

duplicagdes envolvendo este gene (Russo et al., 1995; Nurminsky et al., 1996), o que

dificulta a obtencdo e o estabelecimento de ortologias.
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OS GENES PARALOGOS AMD (ALFA METILDOPA) E DDC (DOPA DESCARBOXILASE)

A cuticula dos insetos ¢ uma estrutura altamente diferenciada que exibe um
consideravel grau de variabilidade e especializacdo. Parte destas propriedades ¢ alcancada
pela regulagdo da natureza e/ou extensdo da esclerotizagdo, estando os genes Amd e Ddc
diretamente envolvidos nestes processos (Wang & Marsh, 1995). Estes sdo genes estrutural,
funcional e evolutivamente relacionados, uma vez que apresentam uma relacao de paralogia
entre si, estando envolvidos no metabolismo de catecolaminas® durante a diferenciacao
terminal de Drosophila (Marsh et al., 1986). Para tanto, codificam para descarboxilases que
atuam nos eventos finais da diferenciagdo cuticular (Wang & Marsh, 1995). Segundo
Lindsley & Zimm (1992), a duplicagdo que deu origem a estes genes precedeu a
divergéncia Diptera-Lepidoptera, sendo que Tatarenkov et al. (1999b) chegam a extrapolar

que esta duplicagdo pode ter, inclusive, precedido a divergéncia Protostoma-Deuterostoma.

Amd e Ddc desenvolveram, entretanto, fungdes ndo sobrepostas (Lindsley &
Zimm, 1992; Wang & Marsh, 1995; Wang et al., 1996), incluindo a produgdo de diferentes

tipos de cuticula e, para Ddc, a produgao dos neurotransmissores dopamina e serotonina.

1- O gene Amd (alpha methyldopa)

Paralogo do gene Ddc, Amd ¢ um gene essencial para a viabilidade e para a
fertilidade de drosofilideos. Heterozigotos para mutagdes em Amd caracterizam-se pela
elevada mortalidade quando cultivados em niveis de alfa metildopa que ndo sao letais para
individuos selvagens, enquanto que a homozigose para mutagoes em Amd ¢ letal (Lidsley &

Zimm, 1992). Este gene parece ser particularmente ativo na produ¢do de uma cuticula

% Catecolaminas servem como agentes de ligagdo cruzada para a esclerotizagio da cuticula, como precursores
para a formagdo da melanina ou ainda como neurotransmissores.
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flexivel e incolor durante o desenvolvimento do embrido, quando ¢ expresso
primordialmente na epiderme, no intestino anterior e posterior, no proventriculo e no
sistema traqueal (Wang et al., 1996). Sua expressdo ¢é, ainda, requerida na linhagem
germinativa ¢ nas células foliculares femininas (onde Amd ¢ responsavel pela produgdo de
uma membrana vitelinica flexivel e impermeavel, caracteristica dos ovos de Drosophila),

bem como nos discos imaginais, no sistema nervoso e nas glandulas linfaticas larvais.

O gene Amd apresenta um total de quatro éxons distintos, que, a partir dos
processos de splicing alternativo e de sitio de inicio da transcri¢do alternativos, levam a
formacao de duas diferentes isoformas (Fig. 2). Segundo Wang & Marsh (1995) o intron de
Amd encontrado no transcrito primario NM 057244 pode apresentar seqiiéncias
regulatorias importantes, tanto para alguns dominios de expressao embrionaria, quanto para

o desenvolvimento larval.

NT_033779.4
[12110158 [1o114110
5 33
NA_ 1652781 3 | I HF_TE4162.1
HH_O57244.5 I N HP_4TEDH2.1

B = coding region B = untrarslated region

Figura 2 — Mapa gendmico do gene Amd em D. melanogaster, conforme obtido no Entrez Gene, do site
NCBI, contendo os nimeros de acesso das seqiiéncias de mRNA (a esquerda, em azul), das seqiiéncias de
proteinas (a direita, em vermelho), e da seqiiéncia de nucleotideos do gene inteiro (em cima, em preto), cuja
extensdo abrange os numeros posicionados acima da figura em ambas extremidades. Retdngulos representam
éxons enquanto que suas linhas conectoras indicam introns. Regides ndo-traduzidas 5’ ¢ 3’ estdo demarcadas

em azul, enquanto a regido codificadora encontra-se demarcada em vermelho.

2- O gene Ddc

O gene Ddc codifica para dopa descarboxilase, enzima que catalisa a
descarboxilacdao de dopa em dopamina, e de 5-hidroxi-triptofano em serotonina, mas nao de

tirosina em tiramina (Lindsley & Zimm, 1992). De acordo com estes autores, a maioria das
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mutacdes em Ddc ¢ letal em homozigose. Ddc funciona como um homodimero que requer
piridoxal-5-fosfato para sua atividade. Atua na esclerotizacdo da cuticula de drosofilideos
através da produgao de dopamina, que apos descarboxilada por Ddc é metabolizada para N-
acetil-dopamina e N-B-alanil-dopamina, formas que sdo, entdo, oxidadas a suas respectivas
quinonas, de forma a executar uma ligagcdo cruzada com proteinas cuticulares (Lindsley &
Zimm, 1992). Alguma atividade de Ddc ¢, ainda, encontrada junto ao sistema nervoso
central (SNC) de adultos, onde Ddc atua na produ¢ao dos neuro-transmissores dopamina e
serotonina. De acordo com Marsh & Wright (1980) cinco picos de atividade de Ddc sao
evidenciados durante o desenvolvimento Drosophila: no final da embriogénese, durante as
duas mudas larvais, durante a puparizacao e durante a eclosdo. Desta forma, diferentemente
de Amd, Ddc especializou-se na esclerotizagdo de uma cuticula pigmentada e na producdo
de neurotransmissores, sendo expresso em estagios posteriores, apds uma cuticula inicial ja

ter sido depositada.

O gene Ddc codifica para trés diferentes isoformas (A, B e C), que sdo geradas a
partir de sitios de inicio da transcri¢@o alternativos, bem como por splicing alternativo (Fig.
3). As isoformas, entretanto, diferem apenas pelo acréscimo de 35 aminodcidos a
extremidade amino-terminal da proteina expressa no SNC. Segundo Lindsley & Zimm

(1992), 0 maior mRNA codificado por Ddc ¢ expresso na hipoderme.
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Figura 3 — Mapa genomico do gene Ddc em D. melanogaster, conforme obtido no Entrez Gene, do site NCBI,
contendo os numeros de acesso das seqiiéncias de mRNA (a esquerda, em azul), das seqiiéncias de proteinas
(a direita, em vermelho), e da seqiiéncia de nucleotideos do gene inteiro (em cima, em preto), cuja extensao
abrange os nimeros posicionados acima da figura em ambas extremidades. Retangulos representam éxons
enquanto que suas linhas conectoras indicam introns. Regides ndo-traduzidas 5’ e 3’ estdo demarcadas em
azul, enquanto a regido codificadora encontra-se demarcada em vermelho.

Ddc ¢ Amd compartilham altos niveis de identidade. Ambos localizam-se no brago
esquerdo do cromossomo 2 de D. melanogaster (Lindsley & Zimm, 1992) proximo ao
centromero (Stathakis et al., 1995), encontrando-se separados por uma seqiiéncia de apenas
2kb, que contém outra unidade de transcri¢ao, o gene Cs, de fungao bioldgica desconhecida
(Tatarenkov et al., 1999b). Estes genes constituem, ainda, uma fragdo essencial de um
cluster génico tnico, o cluster Ddc, que agrupa um total de 21 genes em uma regido total
de aproximadamente 145 kb (Stathakis et al., 1995). Segundo estes autores, muta¢des na
maior parte destes genes resultam em defeitos morfogenéticos similares, que afetam a
esclerotizacdo ou a melanizacao da cuticula ou resultam em anormalidades no metabolismo

de catecolaminas. Trata-se, pois, de um exemplo incomum para eucariotos superiores, de

agrupamento funcional de genes cujo produto ¢ requerido em uma rota bioquimica comum.

Quanto ao tempo de expressdo, estes genes apresentam padrdes divergentes: o
transcrito de Amd comega a acumular-se em polissomos logo apds a gastrulagdo, atingindo
um pico em estagios posteriores da embriogénese, de 12 a 16 hs, mas persistindo em niveis
menores durante a maior parte deste estagio, e sendo detectado, ainda que em baixos niveis,

em adultos e discos imaginais larvais (Marsh et al., 1986); Ddc, por outro lado, comega a
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acumular-se ap6s cerca de 12 hs de embriogénese, atingindo um maximo por volta de 18
hs, sendo sua transcri¢do reiniciada no estagio de pupa e logo apds a eclosdo dos adultos

(Eveleth & Marsh, 1986).

Atualmente, duas regides de extensa homologia podem ser detectadas nas
seqiiéncias génicas de Amd e Ddc: a primeira corresponde a seqiiéncia encontrada em
grande parte do éxon IV de Amd, homologa ao éxon IV de Ddc; a segunda refere-se a parte
da seqiiéncia 5’ UTR do transcrito NM_057244 de Amd, homologa ao éxon III ¢ a ambas as
bordas flanqueadoras do intron III de Ddc (Eveleth & Marsh, 1986)’. A posicio e a
seqiiéncia das regides intervenientes €, entretanto, altamente divergente. O percentual geral
médio de similaridade de seqiiéncias de proteina com homologia estabelecida

compartilhadas por estes dois paralogos ¢ 61% em D. melanogaster (Wang et al., 1996).

Tatarenkov & Ayala (2001) e Tatarenkov et al. (1999a e 2001) tém utilizado
seqiiéncias codificadoras dos genes Amd ¢ Ddc no enderegamento de diversas questdes
filogenéticas relacionadas ao género Drosophila, tendo obtido resultados bastante
consistentes e congruentes entre si. Dentre as caracteristicas apresentadas por estes genes, e
que os tornam confidveis para a inferéncia de relagdes filogenéticas neste nivel de
divergéncia, pode-se destacar sua relativa restricdo funcional, contrastada pelos altos niveis
de divergéncia encontrados na terceira posi¢ao de seus codons e seu reduzido viés na
utilizagdo de cddons (Tatarenkov et al., 1999b). Além disso, estes genes apresentam uma
distribuicao heterogénea de substitui¢des ndo-sindnimas, de modo que diferentes regides
dos genes podem ser utilizadas de acordo com o problema filogenético em questdo. Para

Amd, por exemplo, a regido C-terminal destaca-se como a menos restrita funcionalmente

3 Localizagdo adaptada para nova anotagdo, conforme Adams et al. (2000).
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(Tatarenkov et al., 1999b). Outra caracteristica notavel de Amd e Ddc refere-se ao seu
elevado ENC (nimero efetivo de codons) (Tatarenkov et al., 1999b), reduzindo, desta

forma, o viés introduzido pelo uso preferencial de codons.

O GENE HB (HUNCHBACK)

O gene Hb foi inicialmente caracterizado em D. melanogaster como um gene gap
de segmentacdo (Tautz et al., 1987), quando se demonstrou seu papel chave na
padronizag¢do espacial anterior durante o desenvolvimento de insetos. Neste caso, um
gradiente antero-posterior da proteina hunchback, estabelecido a partir de gradientes de
genes maternos (bicoid e nanos, por exemplo), atua na regulacdo da expressdo de genes
fundamentais no estabelecimento do processo de segmentagdo (Wolpert et al., 2000). Para
desempenhar esta atividade, Hb conta com motivos de ligagdo ao DNA do tipo ddo de zico,
que parecem mediar interacdes nao apenas com acidos nucléicos, mas também com

proteinas (Pinnell et al., 2006).

Pinnell et al. (2006) defendem que além de apresentar o dominio gap anterior de
expressdo, Hb também ¢é expresso em diversos outros tecidos embrionarios e larvais (tais
como membranas epiteliais extra-embrionarias e neuroblastos), além de apresentar um
dominio materno de expressao, de forma que o mesmo parece desempenhar outros papéis
durante o desenvolvimento de protostdmios®. Entretanto, segundo estes autores, enquanto a

expressao nos oocitos e nos tecidos extra-embrionarios parece ser plesiomorfica, a fungao

* O homélogo de Hb em mamiferos — Ikaros -, entretanto, parece ser expresso apenas no timo, de
forma a atuar como um fator de transcri¢do especifico de células linféides, mas ndo apresentando qualquer

destas fungdes.
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de gene gap ¢ autopomorfica para insetos, enquanto a expressdo em neuroblastos ¢
sinapomorfica em insetos e nematdodeos. Neste caso, a expressdo nos tecidos extra-
embriondrios parece ser importante para uma correta morfogénese e elongamento do
embrido, enquanto que a expressao em neuroblastos parece atuar na padronizacdo do
sistema nervoso central. Além disso, Treier et al. (1989) ja haviam demonstrado que,
enquanto os padroes iniciais de expressio de Hb em Drosophila parecem estar
consideravelmente modulados, algumas diferengas espaco-temporais de expressdo podem
ser detectadas posteriormente entre D. melanogaster e D. virilis, levantando a hipdtese da

existéncia de uma flexibilidade importante para a geragdo de novos padrdes evolutivos.

Segundo Tautz et al. (1987) o gene hb contém dois diferentes promotores, que
levam a dois diferentes transcritos, que codificam, entretanto, para a mesma proteina (Fig.
4). O transcrito P2 (NM_169233) parece ser regulado por bicoid, desempenhando a fungéo

gap (Treier et al., 1989).

NT_033777.2
o 4523540 ] o 45170358 ]
-l | 5°
WH_165234 .1 I I 7 2Eds ]
HA_168E3 31 B— .  HP_ Tl g6l
B - coding pesion B - untranslated peaion

Figura 4 — Mapa genémico do gene Hb em D. melanogaster, conforme obtido no Entrez Gene, do site NCBI,
contendo os numeros de acesso das seqiiéncias de mRNA (a esquerda, em azul), das seqiiéncias de proteinas
(a direita, em vermelho), ¢ da seqiiéncia de nucleotideos do gene inteiro (em cima, em preto), cuja extensiao
abrange os nimeros posicionados acima da figura em ambas extremidades. Retangulos representam éxons
enquanto que suas linhas conectoras indicam introns. Regides ndo-traduzidas 5’ e 3’ estdo demarcadas em

azul, enquanto a regido codificadora encontra-se demarcada em vermelho.

Embora segundo Pinnell et al. (2006) o gene Hb ancestral possivelmente
apresentasse cerca de nove dedos de zinco independentes, estes autores defendem que

parece haver uma tendéncia de perda lenta, mas progressiva, de alguns destes dominios a
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partir de hemimetabolos em direcdo a holometabolos. Ainda segundo eles, todos ortdlogos
de hb seqiienciados até o momento apresentam uma regido altamente variavel entre os dois
dominios dedo de zinco mais conservados. Esta regido parece apresentar um perfil de
simplicidade criptica (Treier et al., 1989), uma vez que eventos de deriva mutacional
causados pelo processo de escorregamento entre fitas parece causar permutacdes ciclicas do
motivo (CAG),, que acabam por levar a insergdes e delegcdes envolvendo principalmente os

aminoacidos glicina (CAQG), serina (AGC) e alanina (codon GCA).

O GENE PER (PERIOD)

O gene period é considerado um gene de comportamento, uma vez que apresenta
efeitos tanto no ritmo circadiano quanto na produgdo espécie-especifica do som de corte
(Gleason & Powell, 1997). Muitos autores o consideram, inclusive, um gene de especiacao
(Coyne, 1992). Recentemente Sakai et al. (2004) também demonstraram que o gene Per

parece, inclusive, estar relacionado a formag¢do da memoria de longo prazo em Drosophila.

Durante sua atuac¢do no ritmo circadiano, Per liga-se a proteina Tim (timeless), de
modo a formar um heterodimero, que tem sua expressao regularmente ativada por um outro
heterodimero, constituido pelas proteinas CIk (clock) e Cyc (cycle). Através de um processo
de feedback auto-regulatorio, entretanto, os proprios complexos Per-Tim acabam por
inativar a atividade de CIk-Cyc ao final do ciclo. Sinais ambientais tais como luz,

temperatura e interagdes sociais parecem modular o processo. (Kaushik et al., 2007)

Estruturalmente, o gene Per apresenta regides com variados graus de conservagao
e divergéncia (Gleason & Powell, 1997). A regido mais conservada corresponde, neste caso

ao dominio PAS (de per, aryl hydrocarbon receptor e single-minded), que contando com
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dois motivos repetidos de 51 aminoacidos cada, media a dimerizacdo de Per com Tim.
Algumas mutagdes neste dominio, que abrange o final do éxon 3 até o inicio do éxon 5
(Fig. 5), resultam na produgdo de ritmos circadianos alterados em D. melanogaster (Baylies
et al., 1987 e 1992). Cinco regides divergentes, nomeadas nl (encontrada no inicio do
terceiro éxon), n2-n4 (encontrados no quinto éxon) e n5 (encontrada no sexto éxon), sdo
também caracteristicas do gene Per segundo Gleason & Powell (1997). Em D.
melanogaster a regido n2 é a mais variavel, contendo repeticdes dos aminoacidos threonina
e glicina (Thr-Gly), cujo comprimento parece estar sob influéncia de uma selecao térmica,
uma vez que o mesmo apresenta uma clina latitudinal (Costa et al., 1991 e 1992). No grupo
willistoni, por outro lado, n2 encontra-se conservada, sendo n3 a regido mais polimorfica e
variavel entre as espécies (Gleason & Powell, 1997). Este fragmento apresenta em sua
regido inicial repeticdes polimorficas do aminodcido glicina, seguidas por uma regido
polimorfica rica em glicinas. Aparentemente, eventos de deriva mutacional causados por

escorregamento entre fitas e crossing-over desigual parecem ser a fonte desta variabilidade.

HC_04354,3
[ 2579613 [ 2586813 e
g | 13
HH_0i30351 7. 2 H— N I e S ST SE. 2

B - coding region B - uvnirensloated region

Figura 5 — Mapa gendmico do gene Per em D. melanogaster, conforme obtido no Entrez Gene, do site NCBI,
contendo os numeros de acesso das seqiiéncias de mRNA (a esquerda, em azul), das seqiiéncias de proteinas
(a direita, em vermelho), e da seqiiéncia de nucleotideos do gene inteiro (em cima, em preto), cuja extensdo
abrange os nimeros posicionados acima da figura em ambas extremidades. Retangulos representam éxons
enquanto que suas linhas conectoras indicam introns. Regides ndo-traduzidas 5° e 3’ estdo demarcadas em

azul, enquanto a regido codificadora encontra-se demarcada em vermelho.

Algumas evidéncias de selecdo positiva foram encontradas por Gleason & Powell

(1997) ao longo do gene Per. Ainda segundo estes autores, este gene apresenta taxas
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evolutivas superiores a Adh, e um reduzido viés na utilizagdo de cddons, a0 menos no que

se refere as espécies do grupo willistoni de Drosophila.

OSs GENES MITOCONDRIAIS COI (c1TocROMO OXIDASE I) E COIl (CITOCROMO OXIDASE 1)

Genes mitocondriais sdo freqiientemente utilizados como marcadores em projetos
que buscam a realizagdo de inferéncias acerca das relagdes filogenéticas ente OTU’s
relativamente proximas. Isto porque eles apresentam uma série de caracteristicas
potencialmente uteis, tais como:

- sdo amplamente distribuidos, mas o seu conteido génico ¢ conservado: o genoma
mitocondrial animal geralmente contém dois genes de RNA ribossomal (rRNA), 22 genes
de RNA transportador (tRNA) e 13 genes codificadores de proteinas (Simon et al., 1994);

- apresentam um elevado niimero de copias por célula;

- apresentam, em geral, taxas de mutag¢do superiores as apresentadas por genes
nucleares (Satta et al., 1987; Goto and Kimura, 2001);

- apresentam genes com taxas de evolugdo diferentes (Simon et al., 1994);

- ndo costumam apresentar introns (Saccone et al., 1999) (Figs. 6A e 6B);

- aparentemente ndo sofrem recombinagio (Saccone et al., 1999);

- apresentam geralmente uma heranga uniparental (Saccone et al., 1999);

- apresentam uma redugdo no efeito de incomplete lineage sorting em relagdo aos
genes nucleares, por apresentarem um tamanho efetivo populacional menor e, desta forma,

um menor tempo de coalescéncia (Templeton, 2006).
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Figura 6 — Mapa genomico dos genes A) COl; e B) COIll em Drosophila, conforme obtido no Entrez Gene, do
site NCBI, contendo o niimero de acesso da seqiiéncia de nucleotideos do genoma mitocondrial de D.
melanogaster (acima de cada figura) ¢ a localizagdo de COIl e COIll dentro deste genoma (a direita e a

esquerda de cada figura). Retangulos vermelhos representam a regido codificadora.

Os genes COI e COIl codificam para as subunidades I e II do citocromo c, de
modo a compor parte desta “proteina transportadora de elétrons que contém um
grupamento hemo como grupo prostético” (Stryer, 1996). Desta forma, eles desempenham
um papel fundamental na transferéncia de elétrons durante a cadeia respiratoria da
respiracao celular.

De acordo com Simon et al. (1994), enquanto as taxas evolutivas dos genes
mitocondriais de rRNA variam consideravelmente ao longo da molécula, genes de tRNA
evoluem, em geral, mais lentamente que os genes mitocondriais codificadores. Também
entre os genes codificadores, entretanto, pode haver grande variagao de taxas evolutivas
(Clark et al., 2007). Neste sentido, COI ¢ o gene mitocondrial mais conservado em termos
de evolugdo em nivel de aminoacidos (Simon et al., 1994), enquanto COIl apresenta taxas
intermedidrias de substitui¢do. Entretanto, genes mitocondriais ndo apresentam sempre um
bom desempenho em andlises filogenéticas, uma vez que eles podem atingir niveis de
saturacdo rapidamente, possivelmente devido a um sistema de reparo deficiente somado a

sua composi¢ao nucleotidica altamente enviesada, rica em A+T (Goto & Kimura, 2001).
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