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RESUMO
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PADROES EVOLUTIVOS DE Zygothrica vittimaculosa Burla, 1956
(Diptera: Drosophilidae) NO BRASIL, COM IDENTIFICACAO E

DESCRICAO DE UMA ESPECIE-IRMA
AUTOR: PEDRO MESQUITA FONSECA
ORIENTADORA: LIZANDRA JAQUELINE ROBE
CO-ORIENTADOR: ELGION LUCIO DA SILVA LORETO
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 28 de maio de 2015.

A época do Pleistoceno foi marcada por grandes alteracbes na vegetacdo e
principalmente no clima. No Hemisfério Sul, as glaciacbes foram menos intensas,
onde houve também a formacdo de reflgios, proporcionando uma condi¢éo
favoravel a especiacdes. O género Zygothrica, pertencente a familia Drosophilidae, é
caracteristico por sua interagdo com fungos. Zygothrica vittimaculosa é uma espécie
considerado um tanto generalista, por explorar recursos diversos: inflorescéncias do
género Cestrum, corpos de frutificagdo de fungos e frutas em decomposicédo. Neste
trabalho, identificamos uma nova espécie, criptica com Z. vittimaculosa e simpatrica
em boa parte de sua distribuicdo. Porém essa espécie nova é raramente amostrada
em outros recursos além de inflorescéncias de Cestrm, diferentemente de Z.
vittimaculosa. De morfologia externa idéntica a de Z. vittimaculosa, apenas apos
analises moleculares percebeu-se indicios de se tratar de uma espécie nova,
confirmada, posteriormente, pela morfologia interna da genitadlia dos machos.
Também nesse trabalho fez-se a descricdo taxondmica da nova espécie. Uma
andlise comparativa com Z. vittimaculosa foi feita e documentada atraves de fotos de
hébitos da morfologia externa e das genitalias, consideradas diagndsticas tanto para
machos quanto para femeas, além de uma tabela com as medias taxonémicas. Por
fim, foi também performado um estudo filogeografico com base em dois marcadores
moleculares: COIl (Citocromo ¢ subunidade 1) e COII (Citocromo ¢ subunidade II).
Nesse estudo, com base em dados de coletas e dados de variaveis climaticas
estimou-se a distribuicdo atual de ambas as espécies e também a estimativa da
distribuicdo no dltimo maximo glacial (ha cerca de 20.000 anos), sugerindo que a
distribuicdo potencial de ambas restringe-se a area de estudo j4 amostrada, além de
apontar uma alta adequabilidade para a espécie nova norte do Peru e no oeste do
Chile, que ndo foram recuperadas para Z. vittimaculosa. Quanto aos padrdes
filogeograficos, sugere-se que, através de testes de neutralidade e indices de
diversidade, a espécie nova teve uma expansdo muito recente e potencialmente
ainda estd se expandindo e diversificando, enquanto Z. vittimaculosa, apesar de
apresentar indicativos de expansao populacional também, esse sdo menos intensos
gue a de sua espécie irma. Para esse explicar esse fato, pode-se supor que por Z.
vittimaculosa ser mais generalista que a outra espécie, sofreu mais pressdes de
selecdo, diversificando-se e aumentando o numero de haplétipos.

Palavras-chave: Pleistoceno. Regiao neotropical. COIl. COIl. Filogeografia.
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The epoch of Pleistocene was marked by grate climate and flora alterations. On the
southern hemisphere, where the glaciations had less intensity, there was the
formation of refuges, providing a favorable condition to speciation. The genus
Zygothrica (Diptera: Drosophilidae) is characterized by their interaction with fungi.
Zygothrica vittimaculosa is considered a generalist species, because it explores even
fungi, flowers (genus Cestrum, Solanaceae) and rotting fruits. In this work we
identified a new species that is cryptic with Z. vittimaculosa and they are simpatric in
almost all distribution area. However, this new species is rarely collected in resources
but Cestrum inflorescences, differently of Z. vittimaculosa. Only after molecular
analyses we realize it was a new species (posteriorly confirmed by male internal
genitalia analyses), due to the external morphology of both species is identical. Also
in this work we did the taxonomic description of this new species. A comparative
analysis was performed by photographs, with the documentation of the external
patterns (morphology and color) and the internal genitalia morphology (considered
diagnostic) for both females and males, in addition to a measures table. Finally, was
also performed a phylogeographic study based on two mitochondrial markers: COI
(Citochrome ¢ Subunit 1) and COII (Citochrome ¢ Subunit Il). In this case, through
collections and climate variables data, we estimate the present distribution of both
species as well as an estimated of the Last Glacial Maximum distribution (about
20,000 years), suggesting that the potential distribution of both species seems to be
restricted to the already sampled area, besides pointed a high suitability in northern
Peru and western Chile for the new species, data not inferred to Z. vittimaculosa.
About phylogeographic patterns, we suggest that, through Neutrality tests and
Diversity indexes, the newest species had a really recent expansion, and potentially
is also in diversification and expansion, while Z. vittimaculosa, despite also presents
population expansion signals, these are less intense than their sister-species. To
explain this inference, we can assume that because Z. vittimaculosa be more
generalist than the other species, it had suffered more selection pressure,
diversifying and increasing the number of haplotypes.

Key words: Pleistocene. Neotropical region. COIl. COIl. Phylogeography.
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INTRODUCAO GERAL






1.1 A familia Drosophilidae

Drosophilidae é uma das mais diversas e amplamente distribuidas familias da
ordem Diptera, apresentando aproximadamente 4.280 espécies distribuidas em 76
géneros (BACHLI, 2015). Esses géneros estdo divididos em duas subfamilias:
Drosophilinae e Steganinae (BACHLI, 2015, TODA, 2007). Segundo Grimaldi (1988),
evidéncias fosseis e biogeograficas sugerem que essas duas subfamilias divergiram
h& pelo menos 70 milhdes de anos.

Também através de dados biogeograficos e evidéncias fésseis, Throckmorton
(1975) concluiu que a familia Drosophilidae teria sua origem remetente as regides
tropicais do Velho Mundo. Este autor considera que a evolucdo da familia se deu,
principalmente, a partir de ancestrais que tinham como principal fonte alimentar
fungos crescidos em serapilheira. Segundo ele, a diversificacdo de substratos, em
muitos grupos, seria o resultado de radiacfes adaptativas, com énfase na utilizagédo
de frutos. De fato, a diversificacdo dos substratos explorados, associada a evolugéo
de nicho, parece fornecer uma 6tima explicacdo para o sucesso evolutivo da familia
(ROBE et al, 2010).

1.2 O Género Zygothrica Wiedemann 1830

O género Zygothrica, um dos mais diversos da familia Drosophilidae, abrange
atualmente um total de 124 espécies descritas (BACHLI, 2015), a maior parte das
quais essencialmente micéfagas (MALOGOLOWKIN, 1952; GRIMALDI, 1987) e/ou
antofilas (GRIMALDI, 1987). A maior parte das espécies apresenta algum grau de
associacdo com corpos de frutificagdo de fungos, que podem ser utilizados como
sitios de alimentacgéo, cortejo e/ou oviposicdo (COURTNEY et al., 1990), de forma
gue convenciou-se tratar o0 mesmo como um género micofilico. Apesar de ser
considerado um género exclusivamente Neotropical até a década de 80, novas
espécies de Zygothrica vém sendo descritas para regifes da Africa e Samoa
(GRIMALDI, 1990; PRINGENT & TODA, 2006). No Brasil foram identificadas, até o
momento, 54 espécies pertencentes a este género (GOTTSCHALK et al., 2008).
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Entretanto, estudos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa sugerem que
este nimero seja uma subestimativa (BOLZAN, 2011, MACHADO et al., no prelo).

A deficiéncia no conhecimento deste género decorre, provavelmente, do fato
de que a maior parte dos estudos focados em drosofilideos usam iscas de bananas
para atrair moscas nas coletas, estratégia muito eficiente se considerarmos o
niamero de espécies de Drosophila capturadas, mas bastante tendenciosa se
considerarmos a variedade de recursos utilizados por diferentes espécies de
Drosophilidae (VAL et al., 1981). Provavelmente, esta é a razdo pela qual espécies
de Zygothrica ndo sdo comumente amostradas, e quando o séo, suas abundancias
sdo muito baixas. Neste Ultimo caso, € ainda bastante frequente que as moscas nao
cheguem a ser identificadas até o nivel de espécie, 0 que decorre da escassez de
taxdbnomos especializados no grupo. Por fim, a impossibilidade de manter estoques
destas espécies em laboratério também limita a sua atratividade nos estudos. Tudo
isto faz com que a diversidade, a ecologia, a biogeografia e a evolugao deste género
ainda sejam pouco conhecidas.

Filogeneticamente, Zygothrica vem sendo apresentada como um género
irmao a Hirtodrosophila, Mycodrosophila, Paraliodrosophila e Paramycodrosophila,
de modo a compor O grupo genérico Zygothrica (GRIMALDI, 1990),
caracteristicamente micofilico. O posicionamento do grupo genérico Zygothrica €,
entretanto, questionado e, embora alguns autores apresentem o mesmo na base da
filogenia de Drosophilinae (GRIMALDI, 1990), outros o situam como um clado
derivado do préprio género Drosophila (THROCKMORTON, 1975; Yassin, 2013).
Internamente, Zygothrica encontra-se dividido em 16 grupos, embora 21 espécies
ainda ndo tenham sido atribuidas a nenhum grupo (BACHLI, 2015). Dentre estes, 0
grupo vittimaculosa destaca-se como um dos menores, apresentando apenas seis
espécies (Z. sectipoeyi Burla 1956, Z. vitticlara Burla 1956, Z. vittinubila Burla 1956,
Z. vittipunctata Burla 1956 e Z. zygopoey Burla 1956, além de Z. vittimaculosa, uma
das espécies alvo deste trabalho). As relacdes evolutivas entre as espécies e grupos
de Zygothrica tém, no geral, sidas dificeis de elucidar (GRIMALDI, 1987).

Estudos recentes vém mostrando a importancia deste género para evidenciar
padrdes de diferenciagdo entre biomas (HOCHMULLER et al., 2010), entre areas
urbanas e areas de mata (HOCHMULLER et al., 2010; GOTTSCHALK et al., 2007) e
para definir prioridades de locais para a preservacdo (POPPE et al., 2013). Além

disso, como Zygothrica é apontado como um dos géneros neotropicais mais
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especiosos de Drosophilidae (GRIMADI, 1987), o estudo de sua evolugcao torna-se
especialmente promissor. Por fim, a compreensdo adequada de seu posicionamento
filogenético é tem ainda uma importancia fundamental para a prépria motivacao de
revisao taxondmica do género Drosophila (VAN DER LINDE et al., 2007, O'GRADY
et al., 2008, SIDORENKO, 2008, YASSIN, 2008). E como pelo menos algumas
destas espécies parecem ser especialmente suscetiveis as flutuagdes climéticas que
devem atingir a regiao Neotropical nas proximas décadas ou séculos (ROBE et al.,
2014), a compreensao de seus aspectos ecoldgicos e evolutivos torna-se também

importante do ponto de vista da conservacao.

Figura 1: Interacdes entre drosofilideos e corpos de frutificacdo de fungos.

Fotos: Pedro Fonseca e Stela Machado.
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1.3 A espécie Zygothrica vittimaculosa Burla 1956

Zygothrica vittimaculosa foi descrita por Burla em 1956. Suas caracteristicas
sdo parecidas com as de espécies proximas como Z. vittinibula Burla 1956 e Z.
vitticlara Burla 1956 (BURLA, 1956). A principal caracteristica distintiva desta
espécies é a mancha escura na parte distal da asa. De acordo com Burla (1956), Z.
vittimaculosa difere das espécies proximas citadas acima por apresentar desenhos
diferentes nos tergitos e ter somente a base da vibrissa escurecida na face, ao
contrario das demais, além de maior indice costal. A série tipo fora coletada em
Itatiaia, no estado do Rio de Janeiro.

Zygothrica vittimaculosa parece ser uma espécie de distribuicdo restrita ao
Brasil, apresentando registros de ocorréncia para o Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Sao Paulo (GOTTSCHALK et al., 2008), além da coleta da série tipo de
sua descricao, feita no Rio de Janeiro, sendo amostrada, entdo, nos biomas Mata
Atlantica e Pampa. Desta forma, Z. vittimaculosa apresenta um gap consideravel em
sua distribuicdo, possivelmente devido ao déficit amostral em alguns estados
brasileiros. Esta espécie vem sendo coletada em corpos de frutificacdo de fungos
(BURLA, 1956, BOLZAN, 2011) (Figura 1) e em flores de espécies do género
Cestrum L. (Solanaceae) (Figura 2) (VILELA, 1984; GRIMALDI, 1987; VILELA e
PEREIRA, 1992; SEPEL el al., 2000; SANTOS e VILELA, 2005), além de registros
ocasionais em armadilhas com iscas de banana (GOTTSCHALK et al., 2008;
HOCHMULLER et al., 2010; POPPE et al., 2013), apresentando padrdes ecoldgicos
bastante generalistas (GRIMALDI, 1987; DOGE et al., 2007). Além disso, estudos
anteriores também registraram a ocorréncia de uma espécie criptica a Z.
vittimaculosa em coletas realizadas nos estados do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo
a partir de iscas de banana fermentada e corpos de frutificacdo de fungos |,
respectivamente (HOCHMULER et al., 2010; BOLZAN, 2011).

A associacdo com flores de Cestrum [C. amictum, C. corymbosum, C.
schlechtendalii, C. sendtnerianum, C. strigilatum (SANTOS & VILELA, 2005) e C.
intermedium (VILELA, 1984; GRIMALDI, 1987; SANTOS & VILELA, 2005) — além de
registros de Z. vittimaculosa feitos por nosso grupo de pesquisas em inflorescéncias
de C. euanthes] € bastante interessante em virtude da co-exploracdo e possivel

competicdo de Z. vittimaculosa com espécies do grupo flavopilosa de Drosophila
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(ROBE et al, 2013). Entretanto, a existéncia de uma segregacao temporal pode ser
sugerida: individuos de Zygothrica sao registrados em emergéncia tardias as de
Drosophila (VILELA, 1984).

1.4 O Género Cestrum L.

O género Cestrum L. (Solanaceae) € um género tipicamente americano,
pertencente a tribo Cestreae, subfamilia Cestroideae (SOARES et al., 2007). Este
género tem na regido andina de Bolivia, Peri e norte da Argentina seu pico de
diversidade especifica, com mais de 100 espécies descritas. No Brasil, esse numero
se aproxima de 50 espécies, sendo o Cerrado e a Mata Atlantica os biomas com
maior numero de espécies (HUNZIKER, 2001; NEE, 2001).

Drosofilideos vém sendo coletados em plantas do género Cestrum desde a
metade do século passado, em trabalhos como os de Wheeler et al. (1962), Brncic
(1978), Vilela (1984), Grimaldi (1987), Sepel (2000), Doge et al. (2008), etc. No
Brasil, além de Z. vittimaculosa, outras seis espécies do género Drosophila ja foram
amostradas de flores do género Cestrum, todas pertencentes ao grupo flavopilosa,
sendo elas: D. cestri, D. cordeiroi, D. flavopilosa, D. hollisae, D. incompta e D.
mariaehelenae (SANTOS & VILELA, 2005).
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Figura 2: Inflorescéncias do género Cestrum. a: Cestrum strigilatum; b: Cestrum
euanthes; c: Cestrum intermedium; d: Cestrum parquii.

Fotos: Pedro Fonseca.

1.5 Anédlises dos padrdes evolutivos

1.5.1 Andlises Filogeogréficas

A Area de estudo que infere sobre a distribuicio geogréafica de linhagens
genealdgicas e populacdes e os fatores que moldaram essa configuracdo genética
atual é conhecida com Filogeografia (ROCHA et al., 2007). Estudos filogeograficos
sdo capazes de elucidar dados de biodiversidade subestimados, é&reas de
populacées endémicas, além de permitir inferéncias sobre novas espécies cripticas

(AVISE, 2000). Através da amostragem adequada dos individuos e de seus genes
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torna-se possivel testar hipoteses biogeogréficas e inferir os processos de origem,
distribuicdo e manutencédo da biodiversidade, bem como descrever a evolugao do
isolamento reprodutivo de unidades populacionais (BEHEREGARAY, 2008).

O DNA mitocondrial € o marcador genético mais utilizado para realizar
reconstrucdes filogeograficas, pois possui heranca materna, auséncia de
recombinacdo e taxa de mutacdo maior que o DNA nuclear, além de possuir um
quarto do tamanho efetivo e um tempo de coalescéncia quatro vezes mais recente
em relacdo a regides nucleares (AVISE, 2001; CHARLESWORTH, 2009). Devido ao
seu menor tamanho efetivo, o DNA mitocondrial é mais sensivel a eventos
demograficos como eventos de gargalo de garrafa (ALLENDORF & LUICKART,
2007). A alta taxa de mutacao €, entretanto, o aspecto mais importante, pois a alta
variacdo nas sequéncias nucleotidicas permite a existéncia de muitos haplétipos
distintos em uma populacdo, o que € um pré-requisito para que um marcador
genético seja utilizado em filogeografia (AVISE, 2001, 2009).

Um importante problema que pode surgir pelo uso de marcadores
mitocondriais diz respeito a co-amplificacdo ou amplificacdo preferencial de copias
nucleares do DNA mitocondrial (numts) (SONG et al., 2008, Linares et al., 2009). O
acréscimo de marcadores nucleares, além de superar este problema, apresenta
maior potencial de recuperacdo de eventos mais antigos, além de possibilitar a
comparacdo dos padrdes obtidos entre os sexos (FREELAND et al., 2011,
TEMPLETON, 2006). Assim, na maior parte das vezes, o mais apropriado € usar
marcadores moleculares multiplos, que apresentam modos de heranca
contrastantes.

Analises filogeogréaficas de Drosophila constituem praticamente a totalidade
deste tipo de estudo na familia Drosophilidae. No Brasil, analises filogeograficas tém
sido conduzidas com Drosophila principalmente com o intuito de proporcionar o
conhecimento dos padrdes e processos associados a variabilidade genética de
diferentes populacdes, em espécies mais ou menos especialistas (CENZI DE RE
etal.,, 2014; FRANCO et al.,, 2010a, b.; FRANCO & MANFRIN, 2013; MORAES
et al., 2009). Assim, os padrdes filogeograficos apresentados por espécies de outros
géneros, com caracteristicas mais generalistas, mas mesmo assim de distribuicdo
restrita, pode revelar a ocorréncia de Iimportantes processos evolutivos,
especialmente em um género amplamente especioso como Zygothrica. Neste caso,

a comparacao dos padrdes apresentados por espécies proximas e simpatricas, com
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diferentes niveis de especializa¢do, pode ser especialmente promissora. Além disso,
como trabalhos de filogeografia frequentemente séo relevantes para definicdes de
parametros para a conservacao de espécies e/ou biomas (MORITZ & FAITH, 1998;
EIZIRIK et al., 2001; ROCHA et al., 2007; FOUQUET et al., 2012), este estudo pode
também ser importante para contribuir com informacdes ecologicas e

conservacionais para os biomas onde as espécies ocorrem.

1.5.2 Morfometria Geométrica

Cada vez mais pesquisadores, tais como: Hickerson et al., (2006); Smith et
al., (2005); Creer et al., (2010); Yassin et al., (2010); Krishnamurthy & Francis,
(2012), concordam que analises morfologicas e morfométricas ainda séo
necessarias para uma maior confiabilidade dos dados e mais ampla e precisa
investigacdo de caracteristicas diagndsticas e diferenciais entre espécies, suprindo
as possiveis deficiéncias das analises moleculares. A morfometria geométrica, tal
como a conhecemos hoje, surgiu a partir do conceito de morfometria tradicional, em
gue andlises estatisticas multivariadas eram aplicadas a um conjunto de dados como
medidas, razbes e angulos, obtidos a partir de um conjunto de marcos anatémicos
(ROHLF & MARCUS, 1993). Contudo a abordagem da morfometria tradicional
apresentava alguns problemas, como por exemplo, a obtencdo de medidas de forma
sem o efeito do tamanho, a obtencédo de medidas a partir de estruturas homologas, e
a dificuldade gréfica de apresentar as variagcbes de forma (ROHLF & MARCUS,
1993; ROHLF, 2002; ADAMS, 2004). Neste contexto, os avangos apresentados pela
morfometria geomeétrica com relacdo a abordagem tradicional foram: o
desenvolvimento das analises estatisticas envolvendo a forma das estruturas
mensuradas; e as novas técnicas para a representagéo grafica dos resultados, para
gue pudessem ser estudadas as propriedades do espaco multidimensional, onde as
distancias entre amostras estdo inseridas (ROHLF, 2002). Desta maneira, através da
definicdo dos marcos anatémicos, os efeitos de tamanho, orientacdo e localizacéao
puderam ser retirados, de maneira que apenas a forma fosse comparada
(KENDALL, 1977; ROHLF, 2002).
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Em estudos com Drosophilidae, esta metodologia tem sido aplicada a
trabalhos relacionados, principalmente: (1) a interacdo entre o gendtipo e o ambiente
e as possiveis alteracdes no formato das asas (HATADANI & KLACZKO, 2008), (2)
a tentativa de recuperacdo de sinal filogenético utilizando marcos anatémicos
homélogos em asas (KLINGENBERG & GIDASZEWSKI, 2010), (3) a determinacéo
e identificacdo de caracteristicas diagndsticas na estrutura da genitalia masculina
para separar espécies cripticas (FRANCO et al., 2006). Neste ultimo aspecto, em
particular, analises morfométricas aplicadas a analise da forma da genitalia
masculina ou mesmo das asas podem se revelar ferramentas Uteis também no

suporte a descoberta de espécies novas e/ou na sua descri¢ao.






2 OBJETIVOS

Dadas as circunstancias acima mencionadas, 0s objetivos gerais desta

dissertagao foram:

2.1 Objetivo geral

Investigar a os padrées de distribuicdo geografica da variabilidade genética

encontrada para o morfotipo de Z. vittimaculosa na sua regido de ocorréncia.

2.2 Objetivos especificos

a. Acessar a possibilidade de existéncia de diversidade criptica dentro do

morfotipo de Z. vittimaculosa;

b. Investigar as relagcbes evolutivas apresentadas pelo potencial par de
espécies cripticas;

c. Analisar os padrbes de sobreposicdo geografica e de sobreposicdo de
nicho apresentados pelas duas espécies;

d. Descrever a espécie nova;

e. Avaliar os padrbes de diversidade intraespecifica de diferentes populacdes

de Z. vittimaculosa e da espécie nova;

f. Comparar os eventos historico-demograficos inferidos para cada espécie,
buscando associa-los aos padrdoes ecoldgicos e geograficos que as

caracterizam.
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CAPITULO II
Molecular markers helping morphology to identify putative cryptic
species: the case of a new Neotropical Zygothrica Wiedemann
(DIPTERA, Drosophilidae) species
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1 Abstract

In this paper we identify a new Zygothrica Wiedemann species, with external
morphology cryptic with Zygothrica vittimaculosa Wiedemann through DNA
Barcoding and wing morphometry analyses. In this process, in addition to the
ordinary DNA Barcoding mitochondrial gene Cytochrome C Oxidase subunit | (COI),
we used sequences of another mitochondrial gene, Cytochrome C Oxidase subunit Il
(CQll), in order to access potential interference of numts (nuclear mitochondrial
pseudogenes) in the obtained results. Moreover, sequences of the nuclear Alpha
methyldopa (Amd) gene were used to position the pair of cryptic species onto
Drosophilidae phylogeny. Both molecular and morphometric analyses were
developed with male specimens sampled in many points spread around Brazil, where
collections were performed in three different resources: flowers of the genus Cestrum
L. (Solanaceae Juss.), banana baited-traps and fungi fruiting bodies. Our molecular
results, strengthened by the morphological identification and morphometric analyses,
reinforce DNA Barcoding as a powerful to unraveling cryptic diversity, once the
interference of numts is disregarded. In fact, reciprocal monophyly and a barcoding
gap were detected, in spite of the strict external resemblance and the frequent
sympatry and syntopy observed for the two cryptic species. The pair of Zygothrica
species was positioned as sister to Hirtodrosophila pictiventris, supporting the
monophyly of the previously proposed Zygothrica genus group. Moreover, this paper
compares distribution and biotic niches between both sister species, showing that Z.

vittimaculosa seems to be ecologically more versatile.

Keywords: Cryptic diversity; DNA Barcoding; Neotropics; numts; Zygothrica genus

group.
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2 Introduction

The genus Zygothrica Wiedemann 1830 currently comprises 124 described
species (Bachli, 2014), most of which associated with fungi and/or flowers in different
life stages: some species use these resources for oviposition and growing of larvae
(Courtney et al., 1990; Grimaldi, 1987); other use fungi as courtship sites (Grimaldi,
1987; Gottschalk et al., 2009); and most use fungi for adults feeding (Malogolowkin,
1952; Grimaldi, 1987, 1990a; Courtney et al., 1990, Gottschalk et al., 2009). Almost
all species of Zygothrica have their distribution restricted to the Neotropics, where the
genus supposedly originated (Pringent & Toda, 2009), but some species of the
genus are also found in Africa and Samoa (Grimaldi, 1990a; Pringent & Toda, 2006).
In Brazil, 54 species of Zygothrica were described until the moment (Gottschalk et al.,
2008). However, this number will probably increase as the collection efforts become
more efficient, given that the sampling methods used nowadays (banana-baited traps
mostly) are geared primarily to the genus Drosophila.

Zygothrica is closely related to Hirtodrosophila, Mycodrosophila,
Paraliodrosophila and Paramycodrosophila, forming the mycophylic generic group
named Zygothrica putatively positioned at the base of Drosophilinae phylogeny
(Grimaldi, 1990a). Nevertheless, there are morphological and even molecular
evidences presenting this genus as a derived branch inside Drosophila
(Throckmorton, 1975; Yassin et al., 2013). Internally, Zygothrica is subdivided into 16
groups encompassing 103 species, in addition to 21 species that were not grouped
yet (Bachli, 2014). According to Grimaldi (1987), Zygothrica is divided into five
clades, which are also further subdivided.

Zygothrica vittimaculosa was described by Burla (1956) as a species with

yellow spots on a black background on the back and sides of abdomen and
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characteristic spot patterns at the tip of its wings (Fig. 1). This species is grouped
within the vittimaculosa species group of clade 1 (Grimaldi, 1987), together with Z.
sectipoeyi, Z. vitticlara, Z. vittinubila, Z. vittipunctata and Z. zygopoeyi, which were
described in the same paper. Zygothrica vittimaculosa is occasionally sampled in
fruit-baited traps (Gottschalk et al., 2008; Hochmdller et al., 2010; Poppe et al., 2013)
or in association with fungi (Burla, 1956, Bolzan, 2011), but is mainly encountered in
association with flowers of Cestrum L. (Solanaceae) (Vilela, 1984; Grimaldi, 1987;
Vilela & Pereira, 1992; Sepel et al., 2000; Santos & Vilela, 2005). Yet, this species
was recorded only in Brazil. On the description paper, as well as in Vilela (1984) and
Grimaldi (1987), it was reported on the southeastern Brazilian region (states of Rio
de Janeiro and Sao Paulo). Sepel el al. (2000), Gottschalk et al. (2007) and Dége et
al. (2008) also indicated the presence of Z. vittimaculosa on the two southernmost
states of Brazil, Santa Catarina and Rio Grande do Sul.

The original aim of this study was to access and characterize the molecular
diversity levels achieved by such an interesting species across its distribution.
Nevertheless, as the first results came out, we were faced by the possibility of a new
species, morphologically cryptic to Z. vittimaculosa. Additional molecular and
morphometric analyses were then performed in order to confirm this putative new
species, which will be referred here as Zygothrica spl. This paper describes these
results, and shows the presence of a new Neotropical Zygothrica species which is
not only cryptic, but also frequently sympatric and syntopic to its sibling, Z.

vittimaculosa.
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3 Material and Methods

3.1Collections

Collections were made in all substrates known to be used by Z. vittimaculosa,
throughout most of its known distribution and in localities among these points (Table
1). The collection on Cestrum was made leading the inflorescences to the laboratory,
where they were kept in vessels with moist soil until the hatching of adult flies. The
collection on fungi consisted in sucking directly the adult flies flying over or resting on
fruiting bodies with an adapted portable vacuum cleaner (Machado et al., 2014). The
third resource was explored providing banana-baited traps (Tidon & Sene, 1988),
with one smashed banana sprinkled with baker’s east per trap. The baits were put
within forests fragments and tied in trees approximately 1,5m over the ground, where
they were kept for three days. All adult flies were conserved in 100% ethanol for

better preservation of genetic material.

3.2 Identification

Initially, identification was solely based on external morphology and diagnosis
characters (Burla, 1956; Grimaldi, 1987). After realizing that this morphology pattern
was common to two putative cryptic species, screening of males was further
conducted through aedaeagus analysis (Fig. 2) as described by Béchli et al. (2004),

and only this gender was used for molecular and morphometric analysis.

3.3 DNA manipulation
Total DNA of each identified specimen was extracted according to the protocol

described by Sassi et al., (2005), with some modifications. The primers used to
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amplify mitochondrial genes were TYJ1460 (5’-TAC AAT CTA TCG CCT AAA CTT
CAG CC -3’) and C1N2329 (5-ACT GTA AAT ATA TGA TGA GCT CAT ACA-3’) for
Cytochrome Oxidase ¢ Subunit | (COI) and TL2J3037 (5-ATG GCA GAT TAG TGC
AAT GG-3’) and TKN3785 (5°-GTT TAA GAG ACC AGT ACT TG-3’) for Cytochrome
Oxidase ¢ Subunit Il (COIIl) (Simon et al., 1994). To amplify the nuclear gene Amd
(alpha methyldopa) the primers used were the forward AmdEx4F (5° GTB GTB GTN
ATG GAY TGG YTV GCN AA 3’) (Robe et al., 2010a), and the reverse Amd-bw (5'
ACC ATR TAG ATY TTY TTN CGN TCC AT 3') (Tatarenkov et al., 2001).

The final components of each 25ul Polymerase Chain Reaction (PCR) mixture
were: 2.5ul reaction buffer, 2.5 mM MgCI2, 0.25 mM of each dNTP, 30 pmol of each
primer, 1U of Taq Polymerase (all from Invitrogen), and 15ng of DNA. The
parameters of COIl amplification were: denaturation at 95 °C for 5 min, followed by 35
cycles of denaturation for 35s at 95 °C, annealing for 35s at 58 °C, and extension for
75 s at 72 °C, after which the reaction mixture was additionally held at 72 °C for 7
min to complete the extension. The COII cycling parameters were: denaturation at 95
°C for 3 min, followed by 35 cycles of denaturation for 30 s at 95 °C, annealing for
30s at 56 °C, and extension for 50 s at 72 °C, and final extension at 72 °C for 7 min.
To amplify Amd, a touchdown was performed in the eleven first cycles, each of which
included a 35s denaturing step at 95 °C, a 35s annealing step at 59-0,5 °C/cycle, and
a 75s extension step at 72 °C. After this, reaction continued for 24 more cycles, in
which the annealing temperature was held constant at 54 °C. The amplifications were
checked on 0.8% agarose gel, and the obtained amplicons were purified with a
solution containing PEG 13% and NaCl 1.6M. After purification, the amplicons were
directed sequenced in a MegaBACE 500 sequencer using the kit DYEnamic ET®

(Amersham) and each of the above described primers.
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3.4 Molecular analyses

The obtained electropherograms were checked, corrected and assembled
using the Staden Package Gap 4 program (Staden, 1996). COI, COIll and Amd
contigs were further aligned through the use of ClustalW, as implemented in Mega
5.10 (Tamura et al., 2012). In total, 16 male specimens of each, Z. vittimaculosa and
Z. spl, had their COI and COIIl sequences established (access numbers KP859189 -
KP859220 and KP859226 - KP859257, respectively), whereas the Amd sequences
were characterized for 2 and 3 of these individuals (access numbers KP859221 -
KP859225), respectively. In each case, individuals from different populations were
sampled (Supplementary Material - Table 1S).

Whereas the two mitochondrial genes were used to infer phylogenetic and
distance relationships between Z. vittimaculosa and Z. spl specimens, Amd
sequences were used to access the phylogenetic positioning of these two cryptic
species within Drosophilidae. In each case, additional sequences were downloaded
from GenBank (Supplementary Material - Table 2S): for mitochondrial analyses,
sequences of Hirtodrosophila thoracis Williston were used as outgroup (Van der
Linde, et al., 2010); for Amd analyses, several Drosophilidae sequences were added
to the ingroup, whereas the sequence of Culex quinquefasciatus L. (Mauceli et al.,
2007) was used as outgroup.

The two mitochondrial genes were individually analyzed in order to check for
the presence of artifacts related to presence of paralogous nuclear copies of
mitochondrial genes (numts) (Linares et al., 2009): premature stop codons or
frameshifts and incongruence between genes. Phylogenetic analysis of each of these
mitochondrial matrixes was performed through Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987)

on Mega 5.10 (TAMURA et al., 2012), with the use of Kimura 2-parameters (K2P)
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nucleotide substitution model (Kimura, 1980). This software was also employed in the
measurements of mean, maximum and minimum intra and interspecific K2P
distances.

The phylogenetic analyses of the Amd nuclear gene were performed by
Bayesian Analysis (BA), in MrBayes 3.2 (Ronquist et al.,, 2011), and by Maximum
Likelhood Analysis (ML), in PhyML 3.0 (Guindon & Gascuel, 2003; Guindon, 2010).
The GTR+I+G model was indicated for both analyses by the Akaike Information
Criterion Test (AIC) (Akaike, 1974), carried out on MrModelTest 2.3 (Nylander, 2008)
and ModelTest 3.7 (Posada & Crandall, 1998), respectively. BA analyses was
performed using 22,000,000 generations of Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
search, with tree sampling every 1,000 generations and discarding 25% of the initial
results as burn-in. ML analysis was carried out using an optimized NJ starting tree,

with 1,000 bootstrap replications.

3.5 Morphometrics

In total, 75 wings of male specimens were used in the morphometric analysis:
43 of Z. vittimaculosa and 32 of Z. spl (Supplementary Material - Table 3S). These
wings were fixed in slides with Canada balsam and the images were taken on
SteREO DiscoveryV20, with the program AxioVs40 V 4.8.1.0 (Carl Zeiss Imaging
Solutions GmbH).

Ten landmarks were elected (Klingenberg & Zaklan, 2000; Bookstein, 1997)
(Fig. 1) and ploted with TPSDig V2.17 (Rohlf 2013). The isometric estimator known
as “centroid size” (CTR) — that is derived from coordinate data and is defined as the
square root of the sum of the squared distances between the specimen’s landmarks

and their arithmetic mean locations (Baylac & Daufresne 1996), as well as the
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consensus of landmarks (Procrustes), the discriminant factors (Relative Warps) and
the wing deformation graphs were obtained with TPSRelW (Rohlf 2008).

For analyzing wing size variation among species, the CTR was compared
using a Mann-Whitney test. Besides, wing shape variation was evaluated using a
Rotteling T2 test conducted with the discriminant factors, whose results (discriminant
scores) were plotted in a XY graph against the CTR. Both analyses were performed

on Past V 2.15 (Hammer, et al., 2001).

4 Results

4.1 dentification and Sampling Data

Based on external morphology, no differences could be found between Z.
vittimaculosa and Z. spl, so that these are cryptic in relation to each other.
Nevertheless, after detecting high levels of genetic divergence between them (see
below), a careful inspection of male genitalia provided good diagnostic characters,
and important differences were found at the aedeagus level (Fig. 2).

During four years of collections, 42 localities distributed around Midwest,
South and Southeast Brazil were sampled, and in 24 of these registers of Z.
vittimaculosa and/or Z. spl were encountered (Fig 3). In total, 457 specimens were
collected: 157 males of Z. vittimaculosa, 64 males of Z. spl and 236 unidentified
females (Table 1). Zygothrica vittimaculosa was recovered in all sampled resources,
being encountered in 19 sampling localities, as opposed to Z. spl that was found
solely in ten sampling points (Table 1, Fig. 3). Almost 97% of Z. spl males were
obtained from Cestrum flowers and only in one of its northernmost registers, this
species was found in association with fungi (Table 1, Fig. 3). No specimen of Z. spl

was captured from banana-baited traps (Table 1). Both species were found to be
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sympatric in five of the sampling points, and in these cases they were syntopic to

flowers of C. parquii, C. strigilatum and fungal fructification bodies.

4.2 Molecular Analyses

Divergence values of the order of 4% at the COI mitochondrial markers were
the first indicatives of the existence of two morphologically cryptic species. After
detecting differentiation at the aedeagus level (Fig. 2), further analyses were
performed with this marker using only previously determined males, and this
confirmed the evolutionarily independent status presented by both lineages. In fact,
COI Neighbor-Joining trees recovered them as reciprocally monophyletic species
(Fig. 4A), presenting low levels of intraspecific divergences (maximum of 1.6%) and
high levels of interspecific distances (minimum of 3.9%) (Table 2). Reciprocal
monophyly and the presence of a barcoding gap between intra and interspecific
distances were also recovered for COIl (Fig. 4B, Table 2). Congruence between
markers, added to the absence of premature stop codons and frameshifts for both
mitochondrial markers further support the argument that results here obtained could
be hardly attributed to numts (Linares et al., 2009).

Phylogenetic analyses performed with a nuclear marker (Amd) in order to infer
the position of the two species within Drosophilidae present them as sister species
(bootstrap = 100, posterior probability = 1.00), although in this case Z. vittimaculosa
appeared as paraphyletic in regard to Z. spl (Fig. 5). Either Bayesian Analysis or
Maximum Likelihood Analysis point towards the grouping of both species as a sister
clade of Hirtodrosophila pictiventris (bootstrap = 98, posterior probability = 1.00),
although the positioning of this clade within Drosophilidae could not be successfully

evaluated (Fig. 5).
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4.3 Morphometric Analyses

The mean ranks presented by both species in the Mann-Whitney test
performed with the CTR values were quite different: 26.84 for Z. vittimaculosa and
11.16 for Z. spl (p < 0.0001). The Rotteling T? test resulted in a value of 370.04 (F =
21.725; p < 0.0001), with scores of 98.67% of correct classification (Supplementary
Material - Fig. S1). The results of shape variation analyses are represented on Figure
6, where it can be seen that the scores of discriminant analysis for wing shape

variation are not overlapped between both species.

5 Discussion

Although at a first moment unrecognized, the set of results presented here
clearly point to the presence of two externally cryptic sister species, which present
distinct internal male genitalia patterns and appear to be sympatric and syntopic in at
least part of their current distribution: (1) Z. vittimaculosa was already registered in
Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa Catarina and Rio Grande do Sul Brazilian states
(Burla, 1956; Vilela, 1984; Grimaldi, 1987; Sepel et al., 2000; Gottschalk et al., 2007;
Doge et al., 2008) and appears to be more generalist than its sibling, being broadly
associated with Cestrum flowers, but also captured in banana baited traps or in
association with fungi (Burla, 1956; Gottschalk et al., 2008; Hochmiuiller et al., 2010;
Poppe et al.,, 2013). (2) Z. spl, whose registers are restricted to this paper, was
encountered in Rio Grande do Sul and in the triple bordering among Parana, Sao
Paulo and Mato Grosso do Sul Brazilian states, and seems to be more restricted than
its sister species both in terms of geographical distribution and resource utilization

[only occasional samplings of this species were recovered from banana baited traps
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(Hochmdler et al., 2010) or fungi (this paper)]. Distribution overlap comprehends at
least a limited area at the center of the southernmost state of Brazil and an area
around the northern boundary of the collection area (Fig. 3).

The first insight to the existence of these cryptic sister species was provided
by molecular taxonomy, and further analysis proved that a DNA Barcoding approach
should be able to help in their identification. DNA barcoding has been successfully
used as a tool to identify and uncover cryptic diversity (Hebert et al., 2004b; Vences
et al., 2005) through the use of sequences of the 5 section of the mitochondrial
cytochrome oxidase c¢ subunit | (COI) gene (Hebert et al., 2003a and 2003b). Two
prerequisites are necessary to allow effective inferences regarding DNA barcoding:
(1) reciprocal monophyly among the evaluated species, and (2) the presence of a
barcoding gap between intra and interspecific distances ranges (Hebert et al., 2003a;
Hebert et al., 2004b; Kuntner & Candek, 2014). Both of these properties applied to
our Z. vittimaculosa and Z. spl dataset and the results obtained with this approach
were further confirmed by morphology, which highlights the important role DNA
barcoding may play in taxonomy, as some authors already inferred (Hebert et al.,
2003a; Hebert et al., 2004b; Gregory, 2005; Smith et al 2005; Miller, 2007; Meier,
2008; Koch, 2010). Furthermore, the convergence of COIl and COIl results allows us
to discard the possibility that co-amplification of paralogous nuclear copies of
mitochondrial genes (numts) are influencing our results. This inference is based on
the notion that nuclear transfer usually involves small mitochondrial regions, so that
under such circumstances, congruence between markers would not be expected
(Linares et al., 2009).

Although at a first sight both species were entirely cryptic in regard to their

external morphology, wing patterns were also able to distinguish them. In fact, wing
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morphometry was already proved to be effective in reflecting even slight genetic
differentiation (Weber, 1992; Guerra et al., 1997; Pezzoli et al., 1997; Moreto et al.,
1998; Birdsall et al.,, 2000). The score of 98.67% of correct classification on the
Rotteling T2 test confirms that the pair of cryptic species have different wing shapes
(Figure 6), and that wing patterns could be used as diagnostic characters. The
centroid analysis concerning wing size adds confidence to the divergence of wing
patterns between Z. vittimaculosa and Z. spl, showing that the former generally
presents larger wings.

Finally, as concerns the phylogenetic relationships of this pair of cryptic and
sibling species, our results support the study of Throckmorton (1975), in presenting
them as sister to Hirtodrosophila(. These genera were also recovered as sister
clades by Grimaldi (1987 and 1990), which used external morphology and behavior
in his inferences, and, more recently, by Yassin (2013a), in a supermatrix molecular
approach. Even so, the positioning of this clade within Drosophilidae still remains an

open question, and could not be confidently assessed by our single marker analyses.
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8 Figures and Tables

Figure 1: Z. vittimaculosa characteristic wing, with the 10 elected landmarks used for
morphometric analysis.

Figure 2: Microscope photography showing the aedeagus of both Zygothrica species
(20x magnification). A: Z. spl; B: Z. vittimaculosa.
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Figure 3: Map depicting the sampling points, discriminated by collected species and resource. Species sampling legend: Black =
only Z. vittimaculosa; Gray = only Z. spl; Striped = both species; White = none species. Resources legend: Squares = sampling
performed only in Cestrum flowers; Circles = sampling in fungi only; Triangles = sampling in banana-baited traps only; X =

sampling in both, Cestrum flowers and fungi; Stars = sampling in both, Cestrum flowers and banana-baited traps; Crosses =
sampling in both, fungi and banana-baited traps; Diamonds = sampling in all resources.
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Figure 4: Neighbor-Joining Tree of Z. vittimaculosa (names started with 1) and Z.
spl specimens (names started with 2) based on (a) Cytochrome C Oxidase subunit |
(COIl) and (b) Cytochrome C Oxidase subunit Il (COIl) sequences. Branch lengths
are proportional to the scale, given in substitutions per site.
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Figure 5: Majority rule Bayesian consensus tree depicting the positioning of Z.
vittimaculosa and Z. spl within Drosophilidae according to sequences of the nuclear
gene alpha methyldopa (Amd). Clades were collapsed according to the taxonomic
hierarchies presented to the left. Bootstrap values presented by each clade in the
Maximum Likelihood analysis are shown above the respective internal branch (values
below 70 were omitted). Branch lengths are proportional to the scale, given in

substitutions per nucleotide.
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Figure 6: Graph depicting the relationship between centroid x discriminant scores for
wings of Z. vittimaculosa (crosses) and Z. spl (squares).
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Table 1: Sampling sites (city and Brazilian state) of Z. vittimaculosa or Z. spl in relation to the number of specimens collected and
resource type utilized. Legend: t: Z. vittimaculosa males; : Z. spl males; #: females. Zero indicates neither Z. vittimaculosa nor Z.
spl specimen were found, although collections with the resource were conducted in the sampling point. Blank indicates absence of
collection with the specific resource in the referred locality.

Sampled Site Coordinates Resource
Total per
Brazilian Banana €. corymbosum C. euanthes C. intermedium €. parguii €. strigilatim Fumgi lacality
City Lat Lon
State t t # t 1 # t ¥ # t 3 # t ¥ # t E # + ¥ #

MS Campo Grande -20.4522 -54.5603 1] o o 1]
PR Antgning =25.4356 -48.7242 0 L] o o
PR Curitiba -25.3569 -49,3519 1 o 1 2
PR Diamante do Norte -22.6158 -52.8657 2 2 2 1]
PR Foz do Iguagu -15.5717 -54.3808 1] 1] o 1]
PR Guarapuava -25.3186 -51.4039 0 0 o 1] /] 4] ']
PR Guaraguegaba -25.3147 -48.3253 o o o 1]
[1] Itatiaia -22.4443 -84 6186 ] o 1] 3 o o 3
L} Nowva lguagu -22.6214 -43.4653 o o o o
RS Agudo -29.7428 -53.1208 1] o 4 4
RS Bagé -31.22 -54.2764 0 1] ] 1]
RS Cachoeira do Sul -30.0757 -52.8881 4 14 10 28
RS Cruz Alta -28.6447 -53.5083 o o 0 14 o 24 £
RS Dom Pedro de Alcdntara -29.3836 -49.8389 1] i} o 1]
RS Erechim -27.6444 -52.3217 o o o o
RS Horizontina -27.5964 -54.3167 o o 1] 1] 1B 36 34
RS Itaqui -29.4 -56.6769 L] 0 0 o
RS laguari -29.3558 -54.7081 1] 1] o a
RS Muonte Negro -29.6669 -51.4281 o 1 1 2
RS Pelotas -31.8125 -52.4269 1 o 4 16 o 2 15 o 6 64
RS Porto Alegre -30.0708 -51.1225 1 0 1 o 2 15 19
RS Quarai -30.3567 -56.4297 1] ] 1] 1] 1] o 1]
R& Rio Grande -32.0389 -52.2869 1 o 0 o o V] 1
RS Saldanha Marinho -28.3858 -53.0333 L] 3 1 4
RS Santa Maria 1 -29.7167 -53.7269 1 o 2 1] o 2 5
RS Santa Maria 2 -29.6786 -53.6914 1 o 2 24 6 21 12 10 3 107
RS Santa Vitdria do Palmar -33.5114 -53.3282 L] 0 0 Li]
RS Santana do Livramento -30.7064 -55.8111 L] 0 0 Li]
RS Santiago -39.2172 -54.8639 1] ] 1] 5 1] 4 1] 1] o 9
RS Santo Cristo -27.8156 -54.6833 1] 1 3 4
RS Sdo Francisco de Paula =29.3508 -50.3833 o o 1] 11 o 14 16 o o a1
RS Sdo Luiz -28.4211 -54.9211 7 o 4 11
RS Sdo Sepé -30.2136 -53.5622 3 5 2 10
RS Silveira Martins. -29.6278 -53.6083 li] 0 L] [i] Li] o li]
RS Taim -32.5058 -52.5614 1 0 0 1
RS Torres -29.355 -49,7314 1] 2 1 3
RS Trés Barras -26.1647  -50.2975 1] o o 0
RS Turugu -31.4806 -52.2111 1 o o 1
RS Turvo -27.21 -53.8853 1] 0 L] 0 1] 1] 1] o 0
SC Blumenau -27.0556 -49.0936 11 L] 4 15
5C Coencardia -27.205 -52.0111 & 0 19 25
SC Flariandpalis -27.7158 -48.5158 1] 0 0 0 ] 4] 0

Total 10 o 238 o o o 43 3 61 1] /] i} 24 21 15 53 110 55 2 16 257

Total per resource 38 0 107 0 51 188 73




71

Table 2: K2P intra and interspecific distances presented by Z. vittimaculosa and Z.
spl for the mitochondrial markers cytochrome oxidase c subunit | (COIl) and
cytochrome oxidase c subunit II (COIl).

Distances Genes
col con
Mean (SD) Maximun  Minimum Mean (5D) Maximun Minimum
Z. vittimaculosa Intraspecific 0.00522 (+0.00272) 0.01660  0.00000 0.00325 (+0.00214) 0.01325  0.00000
Z. spl Intraspecific 0.00023 (+0.00023) 0.00186 0.00000 0.00074 (+0.00069) 0.00357 0.00000
Interspecific 0.04298 (+0.00950) 0.04802  0.03940 0.04958 (+0.01141) 0.06154  0.04444

9 Supplementary Figures and Tables
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Figure S1: Graph of Rotteling T? test, evaluating the discriminant power of wing
shape variation between Z. vittimaculosa and Z. spl, with scores of 98.67% correct
classifications.
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Table S1: All specimens of Z. vittimaculosa and Z. sp1 used on molecular analyses,
their respective number of identification (ID), the locals, resource, date of collection
and access code on GenBank.

Species ID Brazilian State Sampled Site Resource  Sampling Date Access Code
col con Amd
2 vittimaculosa  1_Blu_300G RS Blumenau Fungi Oct-13 KP859189 KP859200 -
2Z. vittimaculosa  1_Blu_300H RS Blumenau Fungi Oct-13 KP859190 KP859201 -
Z. vittimaculosa 1_Blu_301 RS Blumenau Fungi Oct-13 KP859191 KP859193 -
2 vittimaculosa  1_CA_157C RS Cruz Alta C. strigilatum Oct-10 KP859192 KP859190 KP859221
Z. vittimaculosa 1_CA_157D RS Cruz Alta C. strigilatum Oct-10 KP859193 KP859191 -
Z. vittimaculosa 1_CA_163C RS Cruz Alta C. strigilatum Oct-10 KP859194 KP859196 KP859222
2. vittimaculosa 1_DN_198C PR Diamante do Norte Fungi Apr-11 KPB59195 KP859202 -
Z vittimaculosa  1_Pel_208A RS Pelotas C. euanthes Aug-11 KP859196 KP859198 -
Z. vittimaculosa 1_Pel_208C RS Pelotas C. evanthes Aug-11 KP859197 KP859199 -
Z. vittimaculosa 1_Pel_208G RS Pelotas C. evanthes Aug-11 KPB59198 KP859189 -
Z. vittimoculosa  1_Pel_208H RS Pelotas C. evanthes Aug-11 KP859199 KP859204 -
Z vittimaculosa  1_PoA_274A RS Porto Alegre C. strigilatum Jul-12 KP859200 KP859194 -
Z. vittimaculosa 1_RG_194 RS Rio Grande C. evanthes Jun-11 KP859201 KP859197 -
Z. vittimaculosa  1_SFP_3058 RS S3o Francisco de Paula C. evanthes Oct-13 KP859202 KP859195 -
Z. vittimaculosa 1.5L_321D RS 530 Luiz Gonzaga C strigilatum May-14 - - KP859223
Z. vittimaculosa  1_SSp_202C RS Sdo Sepé C. strigilatum Jul-11 KP859203 KP859203 -
Z. vittimaculosa  1_Stgo_140F RS Santiago C. strigilatum Aug-10 KP859204 KP859192 -
Z spl 2_CS_192A RS Cachoeira do Sul C. strigilatum Jul-11 KPB59205 KP859208 -
Z spl 2_Cs_192C RS Cachoeira do Sul C. strigilatum Jul-11 KP859206 KP859209 -
2. spl 2_C5_192G RS Cachoeira do Sul C. strigilatum Jul-11 KP859207 KP859210 -
Z spl 2_C5_192) RS Cachoeira do Sul C. strigilatum Jul-11 KPB59208 KP859211 -
Z spl 2_C5_192K RS Cachoeira do Sul C. strigilatum Jul-11 KP859209 KP859212 -
2. spl 2_CS_192M RS Cachoeira do Sul C. strigilatum Jul-11 KP859210 KP859213 KP859224
Z spl 2_DN_198A PR Diamante do Norte Fungi Apr-11 KP855211 KP8595214 -
Z spl 2_Hz_268I RS Horizontina C. strigilatum Sep-12 KP859212 KP859217 -
Z. spl 2_Hz_268K RS Horizontina C. strigilatum Sep-12 KP859213 KP859218 -
Z spl 2_Hz_275A RS Horizontina C. strigilatum Sep-12 KP855214 KP859219 -
Z. spl 2_PoA_280A RS Porto Alegre C. strigilatum Sep-12 KP859215 KP859220 KP859225
Z. spl 2_5dM_158 RS Saldanha Marinho C. evanthes Oct-10 KP859216 KP859205 -
Z. spl 2_SdM_162A RS Saldanha Marinho C. evanthes Oct-10 KP859217 KP859206 -
Z. s5pl 2_5dM_1628 RS Saldanha Marinho C. euanthes Oct-10 KPB59218 KP859207 -
Z. spl 2_To_200A RS Torres C. strigilatum Feb-12 KP859219 KP859215 -
Z. spl 2 To 2008 RS Torres C. strigilatum Feb-12 KP859220 KP859216 -
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Table S2: Taxas used on Amd’s molecular analyses with their location and GenBank
access numbers.

Species Origin Access Code

C. quinquefaciatus Say, 1823 - XM1863772
D. annulimana Duda, 1927° Florianopolis, SC, Brazil EU444554
D. aracataca Vilela and Val, 1983 - AF324949
D. arawakana Heed, 1962 St Kitts, Carib EU444555
D. bandeirantorum _1 Dobzhansky and Pavan, 1943" Porto Alegre, RS, Brazil EU444556
D. bandeirantorum _2° Derrubadas, RS, Brazil EU444557
D. bmcici Hunter and Hunter, 19647 Bogota, Colombia EF560566
D. bromeliae Sturtevant, 1921 . AF324950
D. busckii Coquillett, 1901 - AF293707
D. buzzatii Patterson and Wheeler, 1942 - AF324947
D. camargoi Dobzhansky and Pavan, 1950 - AF324951
D. canalinea Patterson and Mainland, 1944 - AF324952
D. cardini Sturtevant, 1916' ltaqui, RS, Brazil EU444558
D. cardinoides Dobzhansky and Pavan, 1943" Porto Alegre, RS, Brazil EU444559
D. cestri Bmcic, 1978" Santa Maria, RS, Brazil EU444560
D. cordeiroi Brneic, 1978" Santa Maria, RS, Brazil EU444561
D. crocina Patterson and Mainland, 1944’ Marko, Brazil EU444562
D. cuaso Bachli, Vilela and Ratcov, 2000° Florianbpolis, SC, Brazil EU444563
D. ellisoni Vilela, 1983 - AF324953
D. erecta Tsacas and Lachaise, 1974 - XM1974256
D. erecta_2 Tsacas and Lachaise, 1974 - AF293708
D. flavopilosa Frey, 1919" Santa Maria, RS, Brazil EU444564
D. funebris Fabricius, 1787 - AF293709
D. gasici _1 Bmcic, 1957° Arica, Chile EF560567
D. gasici_2° Cochabamba, Bolivia EF560568
D. gasici_3° Bogota, Colombia EF560569
D. gaucha Jaeger and Salzano, 1953’ Campos do Jordao, SP, Brazil AF324955
D. gniseolineata_1 Duda, 1927° Porto Alegre, RS, Brazil EU444565
D. griseolineata_2" Floriandpolis, SC, Brazil -

D. guaru Dobzhansky and Pavan, 1943° Joinville, SC, Brazil EU444566
D. gymnobasis Hardy and Kaneshiro, 1971 - AF293710
D. hydei Sturtevant, 1921 - AF293712
D. immigrans _1 Sturtevant, 1921 AF293713
D. immigrans _2" Porto Alegre, RS, Brazil EU444568
D. immigrans 3" Joinville, SC, Brazil EU444567
D. incompta Wheeler and Takada, 1962" Santa Maria, RS, Brazil EU444569
D. maculifrons _1 Duda, 1927° Santa Maria, RS, Brazil EU444570
D. maculifrons _2° Florianépolis, SC, Brazil EU444571
D. mediodiffusa Heed and Wheeler, 1957 Maricao, Porto Rico EU444572
D. mediopicta Frota-Pessoa, 1954" Porto Alegre, RS, Brazil EU444573
D. mediopictoides Heed and Wheeler, 1957 Boquete, Panama EU444576
D. mediopunctata _1 Dobzhansky and Pavan, 1943° Porto Alegre, RS, Brazil EU444575
D. mediopunctata_2" Itatiaia, RJ, Brazil EU444574
D. mediostriata _1 Duda, 1925" Porto Alegre, RS, Brazil EU444577
D. mediostriata_2" Porto Alegre, RS, Brazil EU444578
D. melanica Sturtevant, 1916 - AF324956
D. melanogaster _1 Meigen, 1830 - NM165278
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melanogaster _2 Meigen, 1830

mercatorum Patterson and Wheller, 1942
mesophragmalica Duda, 19277

mimica Hardy, 1965

mulleri Sturtevant, 1921

nannoplera Wheeler, 1949

nappae_1 Vilela, Valente and Basso-da-Silva, 2004
nappae 2"

nappae_3"

neocardini Streisinger, 1946"

migrodunni Heed and Wheeler, 1957
omatifrons _1 Duda, 1927*

omatifrons_ 2%

D. omatipennis Williston, 1896'

D. paliidipennis Dobzhansky and Pavan, 1943"
D. paraguayensis _1 Duda, 1927

D. paraguayensis_2"

D. paramediosiriata_ 1 Townsend and Wheeler, 1955°
D. paramediostriata 2°

D. pavani Bmcic, 1957%

D. persimilis Dobzhansky and Epling, 1944

D. phalerata Meigen, 1830

D. polychaeta Patterson and Wheeler, 1942

D. polymorpha _1 Dobzhansky and Pavan, 1943"
D. polymorpha_2°

D. pseudoobscura Frolova, 1929

D. pssudoobscura_2 Frolova, 1929

D. pseudoobscura _3 Frolova, 1930

D. putnda Sturtevant, 1916

D. repleta Wollaston, 1858

robusta Sturtevant, 1916

roehrae Pipkin and Heed, 1964°

secheilia Tsacas and Baechli, 1981
simulans Sturtevant, 1919

subbadia Patterson and Mainland, 1943’
tissieri Tsacas, 1971

tripunctata Loew, 1862

unipunclata Patlerson and Mainland, 1943
viracochi Bmcic and Koref-Santibanez, 19577
. vinlis Sturtevant. 1916

D. yakuba Burla, 1954

H. pictiventris Duda, 1925

L. aerea Okada, 1956

8. adusta Loew, 1862

5. lalifasciseformis Duda, 1940

5. lebanonensis Wheeler, 1949

5. leonensis Wheeler and Kambysellis, 1966
5. palmae Hardy, 1965

Z. indfanus Gupta, 19707

Z tuberculatus Malloch, 1932

CooODODDDODODODDODDRGE
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=}

Itapua, RS, Brazil
Porto Alegre, RS, Brazil
Florianopolis, SC, Brazil
Porto Alegre, RS, Brazil

Barbados, Carib
Porto Alegre, RS, Brazil
Joinville, SC, Brazil
Guadalupe Island, Carib
Joinville, SC, Brazil
Porto Alegre, RS, Brazil
Floriantpolis, SC, Brazil
Porto Alegre, RS, Brazil
Floriandpolis, SC, Brazil

La Florida, Chile
Porto Alegre, RS, Brazil
Floriandpolis, SC, Brazil

Floriandpolis, SC, Brazil

Canal Zone, Panama
Vayo, Utah
Porno Alegre, RS, Brazil

NMOS7244
AF324957
EFS60572
AF293T16
AF324958
AF324959
EU444580
EU444579
EU444581
EU444582
EU444583
EU444584
EU444585
EU444586
EU444588
EU444587
EU444589
EU444590
EFS60570
XM2023085
AF293721
AF324960
EU444592
EU444591
AF293722
XM1356249
AF293706
AF293723
AF324961
AF293724
EU444593
XM2039039
AF293726
EU444594
AF2093727
AF293728
EL444595
EFS605T1
AF293729
XM2090630
AFZ293711
AF293715
AFZ93704
EU444596
AF293T14
AFZ93T25
AF293T18
EU444597
AF293731
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Table S3: Specimens used on morphometric analyses with their ID, resource, locality
and date of collection.

Species [} Bragilian State Sampled Site Resource Sampled Date
Z wittimoculoss 30A L1 Itatisis Fungi Mow-13
L wirtimaculosa 3008 RS Blumensu Fungi Oet-13
L wittimaculosg In0E RS Blumenau Fungi Qet-13
2 wittimaculosa n0C RS Blumenau Fungi Oct-13
L wirtimaculoss 3000 RS Blumensu Fungi Oer-13
L wirlimaculoss oy RS Blumenau Fungi Qet-13
2 wittimaculosa 160F RS Cruz Alta €. Strigilotum Oct-10
Z wittimaculosa 2088 RS Pelotas £ evanthes Aug-11
£ virtimaculosa 2088 RS Pelotas C ewanthes Aug-11
I withimaculosa 208C RS Pelotas C ewanthes Aug-11
L wiriimaculoss 20ED RS Pelatas C #uanthes Aug-11
L wirtimaculoss J08E RS Pelatas C fuarthel Aug-11
£ wintimoculosa 208F RS Pelotas C evonthes Aug-11
Z wittimaculose 2086 RS Pelotas € evanthes Aug-11
£ wittimaculosa 208H RS Pelotas C evanthes Aug-11
I vittimoculosa 081 RS Pelotas C evanthes Aug-11
£ wirtimaculosa 2081 RS Pelotas C ¢vanthes Aug-11
I withimaculosa 208K RS Pelotas C euanthes Hug-11
£ wirhimaculoss I0EM RS Pelotas C evanthes Aug-11
L wirlimaculoss J0EN RS Pelatas C fuanthei Aug-11
Z wittimaculosa 1080 RS Pelotas C euwonthes Aug-11
£ vintimaculosa 1T4a RS Porto Alegre €, Strigitotum Jal-12
£ wirtimaculosa 141K RS Santa Maria C. parguil Aug-10
2 vithimaculosa 2r0m BS Santa Maria €. parguii Sep-12
2 virtimoculoss 60 RS Santa Maria €. parguli Sep-12
L wittimaculosg 2614 RS Santa Maria €. parguil Sep-12
L winiimaculosa 261C RS Santa Maria C. parguil Sep-12
Z winvmaculosa 610 RS Santa Maria €. parguil Sep-12
Z wittimaculosa 251E RS Santa Maria C. parguil Sep-12
£ vittimaculosa 140F RS Santiago €. Srigilotum Aug-10
£ wirtimaculosa 305 RS 530 Framtioo de Pauls C evanthes Der-13
Z withimaculosa 30sC RS 530 Franchco de Paula C rwonthes Det-13
L wiriimaculoss 3050 RS 530 Franciod de Paula C uanthes Oet-13
2 wirtimaculose 05E RS 430 Francioo de Pauls € euanthes Oet-13
L wilimaculosa 3104 RS ‘540 Franceod de Paula Fungi Qet-13
Z wirtimacufoso 3108 RS Sdo Francisco de Paula Fungi Oct-13
Z wittimaculosa aloc RS S50 Francioo de Paula Fungi Oct-13
I vittimaculosa 310e RS 3o Francisco de Paula Fungi Oct-13
I wirtimaculosa 2004 RS S3a Sepd €. Srigilatum Jul-11
L wirtimaculoss 2028 RS 5o Sepé . Srigiaturm Jual-11
L willimaculosa 202C RS 530 Sepé C. Mrigilalum Jal-11
L winimaculosa 206 RS Turuga C euomthes Aug-11
£ wirtimaculosa 1994 5C Concdrdia Banana Aug-11
Z spl 190 RS Cachoweira do Sul €. Strigiiotum Jal-11
Z ipl 1928 RS Cachowira do Sul €. Srigilotum hal-11
Z wpl 1926 RS Cachowira do Sul . Hrigiiotum Jul-11
Z spl 1921 RS Cachoira do Sul . Strigilatum Jul-11
Z spl 192N RS Cachoeira do Sul . Strigiieturn Jul-11
Z 1pl 192p RS Cachowira da Sul C. Srigitatum Jal-11
Z sl 1925 RS Cachoeira do Sul €. Mrigiloturs Jal-11
Z 3 2664 RS Horirontina €. Strigifoturm Sep-12
£l 2668 RS Horizontina €. Mrigiiotum Sep-12
I apl 2660 RS Horizontina . Srigilotum Sep-12
2 apl JETA BS Horizanting €, Sarigiloturn Tep-12
Z ipl 267C RS Horipantina . Strigilalurm Sep-12
£ spl I6TD RS Horizontina L. Mrigiigium Sep-12
Z gl 267F RS Horizonting €. Srigitotum Sep-12
Z sl Z6RA RS Horizontina . Srigilptum Sep-12
Z spl 2688 RS Horirontina €. Sitrigilotum Sep-12
Z apl 2GR0 RS Horizonting €. Hrigiiotum Sep-12
Z sl 2680 RS Horizontina €. Strigifotum Sep-12
Z spl 268K RS Horipanina €. Strigilaturn Sep-12
£ ol 268F RS Horizantina €. Srigialurm Sep-12
L spl 2694 RS Horironting C. Sivigilaturm Sep-12
Z gl 2698 RS Horizontina €. Srigiohum Sep-12
AT 260C RS Horizontina €. Hrigilotum Sep-12
I wpl 275 RS Horizontina . Srigilotum Jan-13
Z spl i 1] RS Porto Alegre €. Strigilaturm Jul-12
FAET | 2804 RS Porto Alegre €. Srigiiotum Mow-12
Z spl 1734 RS Santa Maria €. parguii Apr-11
AL 173C RS Santa Maria €. parguil Apr-11
£ spl 1730 RS Samla Maria €. parguil Apr-11
Z gl 1758 RS Santa Maria . parguil Apr-11
L ipl 1750 RS Santa Maria C. parguil Apr-11
Z pl 118 RS Santo Cristo . Srigilotum Dez-11







CAPITULO III
Descricdo de uma nova espécie de Zygothrica Wiedemann 1830
(Diptera: Drosophilidae) associada a flores de Cestrum

(Solanaceae)
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Resumo

Trabalhos recentes tem evidenciado a existéncia de uma grande diversidade criptica
de drosofilideos nos Neotrépicos. Zygothrica é um dos géneros cujo numero de
espécies brasileiras parece estar bastante subestimado. Neste trabalho
descrevemos uma nova espécie de Zygothrica, externamente criptica com Z.
vittimaculosa e simpéatrica a esta em grande parte de sua distribuicdo. Para tanto,
comparamos medidas e, através de fotografias microscopicas, evidenciamos
caracteristicas que agora podem ser usadas como diagndsticas na diferenciacéo
dessas espécies irmas, entre as quais destacamos, fundamentalmente, o edeago
dos machos e a espermateca das fémeas.

Palavras-chave: Espécie criptica. Regido neotropical. Zygothrica vittimaculosa.

Fungi. Isca de banana.
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1. Introducéo

Uma caracteristica comum a muitos grupos de insetos € a dificuldade de
identificacdo de espécies irmas atraves de caracteres da morfologia externa. Nestes
casos, a auséncia total ou parcial de diferenciacdo externa entre espécies
caracteriza “taxons cripticos” (Bickford et al., 2007). Esta realidade esta presente
também em Drosophilidae, onde a utilizacdo da morfologia interna da terminalia
abdominal fornece uma alternativa funcional para a determinacédo dos espécimes, ao
apresentar caracteres diagnésticos para as diferentes espécies (Sturtevant 1921,
Hsu 1949, Vilela and Béachli, 1990).

Em trabalhos recentes, Bolzan (2011) e Machado et al. (em preparacédo)
mostraram a existéncia de uma grande diversidade criptica de drosofilideos na
regido Neotropical. Ambos os estudos demonstraram, através da tecnologia de DNA
Barcode, que o numero de espécies registradas para a regido Neotropical
representa uma grande subestimativa. Isto ocorre, provavelmente, devido ao método
de coleta comumente empregado, que consiste na utilizacdo de armadilhas com
iscas de bananas fermentadas (Tidon & Sene, 1988). De fato, segundo Val e
colaboradores (1981), este método de amostragem pode ser considerado
tendencioso, ja que a maior parte das moscas atraidas apresenta habitos frugivoros.

Entre os grupos de Drosophilidae cuja diversidade Neotropical esta
severamente subestimada encontra-se Zygothrica. Este género apresenta,
atualmente, 124 espécies descritas (Bachli, 2015), das quais 54 apresentam
registros para o Brasil (Gottschalk et al., 2008). Entretanto, das 24 MOTUs

(Molecular Operational Taxonomic Units) de Zygothrica amostradas por Machado
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et al. (em preparacdo) em diferentes regides dos biomas brasileiros Pampa, Mata
Atlantica e Floresta Amazoénica, apenas 11 foram atribuidas a espécies conhecidas.

Um dos morfotipos de Zygothrica para os quais a presenca de diversidade
criptica j& foi previamente sugerida (Fonseca et al., em preparacdo) é o de Z.
vittimaculosa Burla 1956. Esta espécie é encontrada no Brasil, em sua maioria, em
associacdo com Cestrum L. (Solanaceae) (Vilela, 1984; Grimaldi, 1987; Vilela &
Pereira, 1992; Sepel et al., 2002; Santos & Vilela, 2005), utilizando suas flores como
sitio de oviposi¢do. Entretanto, Z. vittimaculosa tem sido coletada também através
de iscas de bananas fermentadas (Gottschalk et al., 2008; Hochmdiller et al., 2010;
Poppe et al., 2013) e sobrevoando corpos de frutificacdo de fungos (Burla, 1956).
Esta espécie pertence ao grupo especifico homoénimo juntamente com Z. sectipoeyi,
Z. vitticlara, Z. vittinubila, Z. vittipunctata e Z. zygopoeyi (Grimaldi, 1987). Contudo
nenhuma das demais espécies descritas do grupo € amostrada emergindo das flores
de espécies de Cestrum.

Neste trabalho descrevemos a sétima espécie do grupo vittimaculosa,
buscando compara-la e diferencia-la com relacdo a sua espécie criptica, Z.
vittimaculosa. Estas constituem espécies irmés, e parecem ser simpatricas em boa
parte da sua distribuicdo (Fonseca et al., em preparacao). Além disso, com excec¢ao
de um unico individuo coletado por Hochmuiller et al. (2010) com iscas de banana
fermentada e de dois individuos amostrados em fungos (Fonseca et al., em
preparacdo), a nova espécie, assim como Z. vittimaculosa, tem a maior parte dos
seus registros de coleta associados a flores de Cestrum. E, pois, de grande
interesse encontrar caracteres diagnoésticos que permitam a delimitacdo das duas

espécies, e embora a descricdo de Z. vittimaculosa limite-se originalmente a
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exemplares masculinos (Burla, 1956), aqui provemos informacfes Uteis na

diferenciacdo de ambos 0s sexos.

2. Material e métodos

Trés diferentes métodos foram empregados na amostragem de individuos
pertencentes a Z. vittimaculosa e a sua espécie criptica: (1) coleta de recursos
utilizados para oviposicao, especialmente flores de espécies nativas de Cestrum,
gue foram acondicionadas em recipientes PET com areia umedecida a temperatura
ambiente por até 21 dias para aguardar a eclosdo dos individuos de interesse; (2)
coleta direta de individuos pousados sobre ou sobrevoando corpos de frutificacdo de
fungos macroscopicos com o auxilio de um aspirador entomoldgico (Machado et al,
2014); (3) coleta direta com armadilhas de banana fermentada (Tidon & Sene, 1988).

Apbs as coletas, os exemplares estudados foram fixados e conservados em
etanol absoluto. As medidas foram realizadas no microscopio estereoscopio
Olympus BX40. Para a analise da morfologia da genitalia externa e interna,
masculina e feminina, a porcéo final do abdémen de cada um dos espécimes de
interesse foi retirada e tratada de acordo com o protocolo descrito por Bachli et al.
(2004). As asas também foram removidas e fixadas em laminas permanentes com
Balsamo do Canada. Foram realizadas capturas de imagens dos individuos no
microscopio SteREO DiscoveryV20, atraves do programa AxioVision40 V4.8.1.0

(Carl Zeiss).
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3 Zygothrica loretoi sp. n.

Figs. 1-6; 9; 11. Tab. S1

Zygothrica loretoi (Hochmiuiller el al., 2010: 290, 293; Machado et al., em preparacéo; Fonseca et al.,

em preparacao)

Material tipo. HOLOTIPO: &, etiquetado “Local de origem: Horizontina, Rio Grande
do Sul, Brasil. Data da coleta: Outubro/2012. Coletor: Lizandra Robe, n° de
identificacdo 267F”, preservado em etanol absoluto, genitalia dissecada e mantida
em microtubo com glicerina, asas preservadas em lamina com Balsamo do Canada.
PARATIPOS: 033& “Local de Origem: Horizontina, Rio Grande do Sul, Brasil. Data
da coleta: Outubro/2012. Coletor: Lizandra Robe”, n° de identificacdo 266A, 266B e
267D; 03?99 “Local de origem: Horizontina, Rio Grande do Sul, Brasil. Data da
coleta: Outubro/2012. Coletor: Lizandra Robe”, n° de identificacdo 266C, 266D e

266E. Os paratipos apresentam as mesmas condi¢cdes do holétipo.

Localidade tipo. Bosque no distrito de Eldorado, Horizontina, Rio Grande do Sul,

Brasil. Coordenadas (UTM): -27.5964, -54.3167.

Diagnose. Moscas amarelas com faixas longitudinais marrons no torax, parte dorsal
do abdémen marrom com pares de manchas amarelas nos tergitos IV e V e por
vezes no VIl (Figs. 1 a 4). Asas com a extremidade distal com mancha marrom
caracteristica (Fig. 7). Edeago tubular oco (Fig. 8) com aproximadamente 0,385 mm
de comprimento. Extremidade distal com invaginacdo e abertura ventral. Espinhos
na regido dorsal, originados nas laterais distais e convergindo até a linha mediana.
Estreitamento na metade proximal com espessura minima de aproximadamente

0,015mm. Espermateca em formato umbrelar, medianamente invaginada,
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esclerotizada e enrugada externamente. Tubo com entrada central ndo chega a
tocar na margem interna, antes expande-se voltando a margem da abertura

formando um continuo de fora para dentro (Fig. 9).

Etimologia. Os autores deste trabalho elegeram para a nova espécie de Zygothrica
0 epiteto especifico ‘foretoi’, em cordial homenagem ao geneticista, e sobre tudo,
grande drosofilista Elgion Lucio da Silva Loreto do Departamento de Bioquimica

Toxicoldgica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Santa Maria.

3.1 Descricao

Cabeca (Figs. 1 a 6). Amarela. Palpos distalmente marrons, multitricosos, com
cerdas longas (na metade apical do palpo). Antena com escapo amarelo, pediculo
marrom, flageldomero | marrom polinoso. Arista marrom com 5-6 ramos dorsais, 1
ramo ventral e 4-5 ramos internos. Face amarela. Gena com uma mancha marrom
na base da vibrissa e outra abaixo do olho. Occiput marrom. Postgena amarela.
Olhos vermelhos. Fronte e placas orbitais amarelas. Faixas frontais marrons.
Tridngulo frontal amarelo. Tridangulo ocelar marrom com o 4pice mais escuro. Ocelos
hialinos. Cerdas p0s-ocelares convergentes.

Torax (Figs. 1 e 2). Amarelo. Escuto com um par de faixas escuras longitudinais
centrais nas proximidades do escutelo; um par de faixas escuras longitudinais
alinhadas as cerdas dorsocentrais; um par de faixas escuras entre as cerdas supra-
alares e as dorsocentrais interrompidas pela sutura transversal. Acrosticais em 8
fileiras regulares. Escutelo com uma mancha marrom cobrindo a superficie dorsal
entre as cerdas escutelares, ndo tocando as basais e tocando as apicais. Cerdas

escutelares basais convergentes. Pleura amarela. Cerdas proepisternais ausentes.
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Halteres amarelos. Pernas amarelas, coxas anteriores podem apresentar manchas
escuras.

Asas (Fig. 5) hialinas com veias castanhas. Dm-Cu levemente esfumacada. Apice
da veia R4+5 com mancha que pode atingir o apice da veia M e o apice da veia Ro.s.
Y, apical da célula R..3 manchada, se estendendo na célula Ra.s. indice costal de
2,41 a 2,60.

Abdémen (Figs. 1 a 4). Tergito | amarelo. Tergitos II-lll com faixas escuras
posteriores, estendendo-se lateralmente mas ndo tocando suas margens laterais,
interrompidas medianamente. Tergito V-V marrons com duas manchas amarelas
semicirculares anteriores e tocando o tergito anterior. Tergito VI marrom, podendo
possuir duas manchas amarelas semelhantes as dos tergitos IV-V. Tergito VI
marrom.

Genitalia masculina (Figs. 8 e 9). Epandrio com 20 cerdas. Cercos microtricosos,
nao fusionados ao epandrio. Surstilo com 3-4 prensisetas proeminentes, e
aproximadamente 10 prensisetas marginais; 5 cerdas marginais internas.
Decarsternum nao fusionado. Hipandrio com a metade do comprimento do edeago.
Parafises com trés cerdas curtas. Gondépodes com uma cerda robusta. Aedeagus
longo e tubular, com uma invaginacao distal ventral; com duas fileiras de espinhos
na sua %2 apical com disposi¢cdo mediano-distal.

Genitalia feminina (Figs. 10 e 11). Oviscapto alongado, com 8 cerdas apicais.
Espermateca em formato umbrelar, esclerotizada, medianamente invaginada.

Individuos machos e fémeas nédo apresentam dimorfismo sexual.
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4 Zygothrica vittimaculosa Burla 1956: 227, 228, 280, 319.

Figs. 7-8; 10; 12. Tab. XX

Zygothrica vittimaculosa Burla 1956: 227, 228, 280, 319; Vilela, 1984: 64; Grimaldi, 1987: 124, 135,
150; Vilela e Pereira, 1992: 248, 249; Sepel el al., 2000: 48, 49, 56; Santos e Vilela, 2005: 547, 548,

549; Hochmuiller el al., 2010: 290, 293; Poppe et al., 2013: 272, 273, 274, 275.

Material examinado. 034J, etiquetados “Local de origem: Concordia, Santa
Catarina, Brasil. Data da coleta: Agosto/2011. Coletor: Francine de Ré”, n°s de
identificagdo 1990, 199T e 199U. 0243 “Local de Origem: Santa Maria, Rio Grande
do Sul, Brasil. Data da coleta: Outubro/2012. Coletor: Elgion Loreto”, n°s de
identificacéo 261E e 261F; 039 ¢ “Concérdia, Santa Catarina, Brasil. Data da coleta:

Agosto/2011. Coletor: Francine de Ré”, n°s de identificacédo 199X, 199Y e 199Z.

5 Distincéo entre Z. vittimaculosa e Z. loretoi sp. n.

O padréo da morfologia externa e coloracdo de Z. vittimaculosa séo idénticos
aos de Zygothrica sp.1 sp. n. Entretanto, conseguimos distinguir os machos destas
espécies pelo formato do aedeagus (Figs. 8), que é significativamente menor
(aproximadamente 60%) e mais robusto em Z. vittimaculosa do que o de Z. loretoi.
Os ornamentos espinhosos do aedeagus de Z. vittimaculosa também estéo
presentes na porcdo ventral da extremidade terminal, na qual € mais visivel a
diferenca de espessura para com a metade proximal comparado a Z. loretoi sp. n.,
onde essa diferenca é mais sutil. As fémeas séo facilmente distinguiveis quando

levamos em consideracdo a espermateca. Enquanto que em Z. vittimaculosa a
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espermateca possui um engrossamento da parede externa circundante a abertura
central, em Z. loretoi isso ndo é observado: nesta Ultima espécie, a espermateca é
perfeitamente umbreliforme e sem engrossamentos ou protuberancias externas (Fig.
10). Além disso, o formato da asa € diagnostico (Fonseca et al., em preparacao).
Em nenhuma das duas espécies foi encontrado dimorfismo sexual para coloracéo

e/ou morfologia externa.

6 Concluséo

Com a descricdo da nova espécie de Zygothrica, € possivel reiterar a
impossibilidade de distingcdo desta para com Zygothrica vittimaculosa através da
morfologia externa, frente a semelhanca nos padrées de coloracdo e as medidas
taxondmicas. A cripticidade morfolégica, aliada a divergéncia recente, e a ubiqua
simpatria e sintopia apresentada por este par de espécies (Fonseca et al., em
preparacdo) torna a diferenciacdo destas espécies um verdadeiro desafio.
Demonstramos aqui, entretanto, que um caractere diagnostico forte pode ser
encontrado em nivel de morfologia interna das genitalias, principalmente nas
terminalias de individuos machos, padréo esse comum em drosofilideos (Sturtevanti
1921, Hsu 1949, Vilela and Bachli, 1990). Aléem disso, diferencas também podem ser
observadas nas fémeas em nivel de espermateca. Estas caracteristicas se somam a
diferenciacdo molecular e a morfometria das asas (Fonseca et al., em preparagao)

no suporte ao acréscimo de uma nova espécie ao grupo vittimaculosa de Zygothrica.
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9 Listade Figuras

Figura 1: Habito lateral do Holétipo de Z. loretoi sp. nov. Barra = 1mm.
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Figura 2: Héabito lateral do paratipo fémea 266E de Z. loretoi sp. nov. Barra = 1mm.

<

1mm

Figura 3: Vista dorsal da morfologia externa do Hol6tipo de Z. loretoi sp. nov. com
foco no térax. Barra = 1mm.
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Figura 4: Vista dorsal da morfologia externa do (a) holétipo e (b) do paratipo fémea
266D de Z. loretoi sp. nov. com foco no abdémen. Barra = 0,5mm.

a ﬁ - b

Figura 5: Vista frontal da cabeca do hol6tipo de Z. loretoi sp. nov. Barra = 0,5mm.
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Figura 6: Vista frontal da cabeca do paratipo macho 266A de Z. loretoi sp. hov. com
destaque para as antenas e arista. Barra = 0,2mm.

0.2 mm
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Figura 7: Asa direita do holétipo de Z. loretoi sp. nov. Barra = 1mm.
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Figura 8: Prancha comparativa dos edeagus de Z. loretoi sp. nov. (a, b) e Z. vittimaculosa (c, d) em vista ventral (a, c) e lateral (b,

d). Barra = 0,1mm.

b

d

)
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Figura 9: Prancha comparativa entre epandrios de (a) Z. loretoi sp. nov. (parétipo
267D) e (b) Z. vittimaculosa(individuo 261F). Barra = 0,1mm.

0.1 mm

Figura 10: Prancha comparativa das espermatecas de (a) Z. loretoi sp. nov.
(paratipo 266F) e (b) Z. vittimaculosa (individuo 199Y). Barra = 0,1mm
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Figura 11: Ovipositor do paratipo 266E de Z. loretoi sp. nov. Barra = 0,21mm.







CAPITULO IV
Filogeografia Comparativa de Duas Espécies Neotropicais de

Zygothrica Wiedemann, 1830 (Diptera: Drosophilidae)
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Resumo

Zygothrica vittimaculosa é uma espécie Neotropical que ocorre no Brasil em
associacdo a trés recursos diferentes: corpos de frutificacdo de fungos, frutas
fermentadas e inflorescéncias de plantas do género Cestrum (Solanaceae). Sua
recém-descrita espécie-irma Zygothrica loretoi parece ser menos generalista, sendo
coletada predominantemente em inflorescéncias de Cestrum. Estas duas espécies
sdo externamente cripticas entre si, tendo divergido recentemente. Além disso, as
duas sdo comumente encontradas em simpatria e sintopia. Neste trabalho
realizamos um estudo filogeografico comparativo entre as duas espécies através da
analise de dois marcadores mitocondriais, COI (citocromo oxidase ¢ subunidade I) e
COll (citocromo oxidase ¢ subunidade II), a fim de auxiliar na compreenséo de sua
histéria evolutiva. Também foi feita uma modelagem de nicho, a fim de estimar suas
distribuicdes potenciais no presente e no Ultimo Maximo Glacial (final do
Pleistoceno). A modelagem evidencia que nossa amostragem abrangeu toda a
suposta area de distribuicdo de ambas as espécies, e confirma a existéncia de uma
sobreposicao de nicho entre as espécies. As andlises moleculares evidenciam a
presenca de padrdes evolutivos contrastantes para o par de espécies-irmas, com Z.
vittimaculosa mais diversa e estruturada que Z. loretoi. Além disso, ambas as
espécies apresentam sinais de expansao populacional, embora este evento pareca
ser muito mais recente em Z. loretoi. Estes padrdes distintos permitem sugerir a

independéncia entre os processos evolutivos associados a diversificacdo de ambas

espécies, levando a proposicdo de uma origem em alopatria.

Palavras-chave: COI. COIl. Especiacdo. Filogeografia Comparativa. Regiao

neotropical.
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1 Introducéo

Varios recentes trabalhos (Peterson e Nyari, 2008; Thum e Harrison, 2009;
Morgan et al., 2011; Magalhaes et al., 2014) tém estudado os efeitos genéticos das
glaciacdes do Pleistoceno em diferentes espécies de locais de clima temperado.
Todavia, poucos estudos foram feitos sobre os efeitos destas oscilagdes na
diversificacdo de espécies Neotropicais. Evidéncias coletadas até o momento
sugerem que a regido Neotropical, mais biodiversa (Amorin e Pires, 1996), sofreu
menos com as glaciacdes (Fraser et al., 2011), ja que diferentemente do que ocorreu
no Hemisfério Norte, o Pleistoceno no Hemisfério Sul parece ter sido marcado pela
ocorréncia de uma alternancia entre periodos secos e Umidos, sem a ocorréncia de
ciclos de expansdao/retracédo de geleiras (Haffer, 1997).

Uma das teorias mais aceitas para a diversificacdo de espécies na regiao
Neotropical é a teoria dos refugios do Pleistoceno (Haffer, 1969), segundo a qual
reflgios seriam capazes de permitir a sobrevivéncia de espécies ou populacdes em
alopatria durante periodos de climas desfavoraveis. Com isso, acredita-se que essas
areas tendem a apresentar uma diversidade genética maior do que suas areas
vizinhas (Bennet e Provan, 2008; Hewitt, 1996 e 2000). Entretanto, estimativas de
eventos de diversificagdo macroevolutiva na regido Neotropical indicam que
linhagens tém se originado constantemente desde o Eoceno tardio até o Pleistoceno
(Rull, 2008). Em nivel microevolutivo, as evidéncias s8o mais escassas e
controversas, e diferentes espécies sul-americanas parecem ter experimentado
diferentes efeitos dos ciclos glaciais (Turchetto-Zollet et al., 2013).

Embora a familia Drosophilidae tenha surgido no Velho Mundo

(Throckmorton, 1975), evidéncias apontam que o género Zygothrica teve sua origem
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na regido Neotropical (Pringent e Toda, 2009). Este género compreende atualmente
124 espécies descritas (Bachli, 2015), a maioria das quais € nativa dos neotropicos
(Pringent e Toda, 2009). Embora até o momento 54 espécies de Zygothrica tenham
sido descritas para o Brasil (Gottschalk et al., 2008), este nimero parece ser muito
maior (Machado et al., em preparacéo).

Zygothrica vittimaculosa foi descrita por Burla (1956) e parece ser bastante
generalista em termos de utilizacdo de recursos, tendo sido encontrada em
associacdo a trés substratos diferentes ao longo do sul e do sudeste do Brasil:
corpos de frutificacdo de fungos (Burla, 1956; Bolzan, 2011); iscas de banana
fermentada (Gottschalk et al., 2008; Hochmiller et al., 2010; Poppe et al., 2013); e,
principalmente em flores do género Cestrum L. (Solanaceae) (Vilela, 1984; Grimaldi,
1987; Vilela e Pereira, 1992; Sepel el al., 2002; Santos e Vilela, 2005). Zygothrica
loretoi constitui a espécie irma criptica de Z. vittimaculosa (Fonseca et al., em
preparacao), e embora ambas as espécies sejam comumente encontradas em
simpatria, a Ultima parece ser mais especializada ecologicamente (Fonseca et al.,
em preparacdo). A frequente simpatria e sintopia apresentada por este par de
espécies, e suas peculiaridades ecoldgicas torna o estudo comparativo dos padrées
e processos associados a sua evolucao especialmente desafiador e interessante, ao
levantar questdes relacionadas ao seu modo de especiacdo e ao tipo de impacto
que efeitos histéricos e/ou recorrentes apresentaram em suas populacdes. Assim, 0
objetivo deste trabalho é investigar os padrbes evolutivos apresentados por
diferentes populacdes de Z. vittimaculosa e Z. loretoi, através de andlises
filogenéticas e filogeograficas de dois marcadores mitocondriais (Citocromo C

Oxidase Sub-unidade |1 — COI e Citocromo C Oxidase Sub-unidade Il — COIl).
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2 Material e Métodos

2.1 Coletas

As coletas foram realizadas ao longo das regides sul e sudeste do Brasil,
contemplando os trés substratos onde Z. vittimaculosa e Z. loretoi ja foram
amostradas (Fonseca et al., em preparacdo: Tabela 1). Para amostrar individuos
através de iscas de banana, armadilhas contendo a fruta fermentada (Tidon e Sene,
1998) foram suspensas a cerca de 1,5 m de altura em fragmentos de mata nativa ou
bosques. Em muitos destes locais, mas principalmente em &reas de sucessao
secundaria, inflorescéncias de Cestrum também foram coletadas e levadas para o
laboratério, onde foram acondicionadas até a eclosdo das moscas adultas. Por fim,
para contemplar o terceiro recurso usado por ambas as espécies de Zygothrica,
individuos encontrados pousados ou sobrevoando corpos de frutificacdo de fungos
foram sugados com a ajuda de um aspirador entomoldgico adaptado (Machado et
al., 2014). Apos a eclosdo ou captura, os individuos foram conservados em etanol

absoluto P.A. e mantidos sob refrigeragéo.

2.2 Triagem

A triagem inicial dos individuos foi feita de acordo com os padrbes de
morfologia externa descritos para Z. vittimaculosa (Burla, 1956; Grimaldi, 1987). Os
individuos do sexo masculino assim obtidos foram adequadamente separados nas
espécies de interesse através de analise da morfologia interna das genitalias

(Fonseca et al., em preparacao).
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2.3 Modelagem de nicho e testes de identidade

As coordenadas geogréaficas dos pontos de amostragem de Z. vittimaculosa e
Z. loretoi (Fonseca et al., em preparacdo: Tabela 1) foram utilizadas na constru¢ao
de modelos de distribuicdo potencial através do método de maxima entropia
executado no MAXENT (Philips et al, 2006). As projecdes foram construidas para o
presente e para o ultimo maximo glacial [cerca de 20.000 a 18.000 anos atras
(Ledru, et al 1998a)] com base na utilizacdo de oito das 19 variaveis climaticas
disponiveis no banco de dados WORLDCLIM 1.4 (Hijmans et al, 2005b), conforme
selecéo descrita em Cenzi de Ré et al. (2014), com uma resolucao de 2,5 minutos. O
modelo final para cada espécie foi construido de acordo com a média dos resultados
obtidos através de 25 réplicas de bootstrap, em cada uma das quais 25% dos
registros eram utilizados como teste. Os valores de AUC (Area Under the Receiving
Operating Curve) ao longo destas réplicas foram utilizados para avaliar o
desempenho dos modelos.

Duas medidas de sobreposicdo de nicho abiético entre Z. vittimaculosa e Z.
loretoi foram estimadas no programa ENMTools 1.3 (Warren, 2013) a partir dos
modelos de distribuicdo potencial gerados no MAXENT: o teste D de Schoener e
uma modificacdo do teste de Hellinger. A significancia destas medidas foi avaliada
através do teste de identidade realizado no mesmo programa, com 200 pseudo-
réplicas. Este teste avalia se os valores observados de sobreposicdo de nicho séao
significativamente diferentes daqueles gerados sob a hipotese nula, de equivaléncia

de nicho entre o par de espécies (Warren et al., 2008 e 2010).
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2.4 Extracédo e Manipulacdo do DNA

O DNA total de cada espécime identificado foi extraido através do protocolo
descrito por Sassy et al. (2005), com algumas adaptacfes. Fragmentos dos genes
mitocondriais COIl e COIl foram entédo obtidos por Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), com o uso dos seguintes pares de primers: (a) TYJ1460 (5-TAC AAT CTA
TCG CCT AAA CTT CAG CC -3’) e C1N2329 (5'-ACT GTA AAT ATATGA TGA GCT
CAT ACA-3’) (Simon et al., 1994) para o gene COI; e (b) TL2J3037 (5-ATG GCA
GAT TAG TGC AAT GG-3’) e TKN3785 (5’-GTT TAA GAG ACC AGT ACT TG-3’)
(Simon et al., 1994) para COIl. As reacdes de PCR para ambos os marcadores
foram realizadas em um volume total de 25ul, contendo 2,5ul de tamp&o de reacéao,
2,5 mM de MgCl,, 0,25 mM de cada dNTP, 30 pmol de cada primer, 1U da enzima
Tag DNA Polymerase (todos os reagentes da Invitrogen), e aproximadamente 15ng
de DNA. Os parametros de amplificacdo dos genes mitocondriais COIl e COIl foram
0S seguintes, respectivamente: (i) uma etapa inicial de desnaturacdo a 95 °C por 5
min, seguida por 35 ciclos de desnaturacéo por 35s a 95 °C, anelamento por 35s a
58 °C, e extensao por 75s a 72 °C, seguidos de uma etapa final de extensao de 7
minutos a 72 °C. e (ii) desnaturacao inicial a 95 °C por 3 min, seguida de 35 ciclos
de desnaturacao por 30s a 95 °C, anelamento por 30s a 56 °C, e extensao por 50 s
a 72 °C, e extensao final a 72 °C por 7 min. As amplifica¢gdes foram checadas em gel
de agarose a 0,8% e os amplicons obtidos foram purificados com uma solucao de
PEG 13% e NaCl 1,6M. Apés a purificacdo, estes foram diretamente sequenciados
em um sequenciador MegaBACE 500, usando o kit DYEnamic ET® (Amersham) e

cada um dos primers citados acima.
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2.5 Analises moleculares

Os eletroferogramas obtidos foram checados e corrigidos através do
programa Gap 4 do pacote Staden (Staden, 1996). Os contigs de COIl e COIl foram
entdo alinhados usando o algoritmo ClustalW no programa Mega 5.10 (Tamura et
al., 2012). Para as analises moleculares, foram usadas 145 sequéncias dos gene
COl (95 sequéncias de Z. vittimaculosa e 50 de Z. loretoi) e 92 sequéncias do gene
COll (48 sequéncias de Z. vittimaculosa e 44 de Z. loretoi). As analises foram
conduzidas independentemente para COI, COIl e para o conjunto de dados
concatenados.

As estimativas do numero de haplétipos e de sitios polimorficos, e dos indices
de diversidade haplotipica e nucleotidica foram obtidas no programa DNAsp5
(Librado e Rozas, 2009), que também foi empregado na realizacdo das analises de
Mismatch Distribution. Os testes de neutralidade D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de
Fu (Fu, 1997) foram realizados no programa Arlequin 3.5.2.1 (Excoffier, 2015). Neste
programa, também foram estimados os niveis de diferenciacédo entre as populacées
de cada espécie através de FST e da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) com
1000 e 10000 permutacdes respectivamente.

As relacdes entre os haplétipos das duas espécies e de populacdes da
mesma espécie foram inferidas no programa NetWork (Bandelt et al., 1999) por
median-joining. Além disso, uma arvore filogenética foi construida para cada uma
das matrizes segundo o algoritmo de Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1997) no

programa Mega 5.10 (Tamura et al., 2012).
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3 Resultados

3.1 Coletas e Modelagens

Os modelos de adequabilidade ambiental gerados para Z. vittimaculosa e Z.
loretoi indicam que ambas espécies apresentam padrées de distribuicdo potencial
restritos, basicamente, a area amostrada neste estudo (Figura 1 — A e C).
Entretanto, ainda que padrdes de simpatria tenham sido sugeridos para a maior
parte da regido sul do Brasil e para o Uruguai, tanto no presente quanto no altimo
méximo glacial (UMG), Z. loretoi apresenta uma area de alta adequabilidade situada
no norte do Peru e no oeste do Chile, que n&do foram recuperadas para Z.
vittimaculosa.

Os valores de sobreposicdo de nicho recuperados nos testes D e | (0,57 e
0,81, respectivamente) também sugerem que as preferéncias climaticas de ambas
as espécies sao similares. De fato, os testes de identidade confirmam que a
sobreposicado entre os modelos de distribuicdo potencial gerados com os dados
empiricos caem dentro da distribuicdo nula, gerada quando os dados de presenca
das duas espécies sdo misturados e redistribuidos aleatoriamente em novas

amostras, com 0 mesmo numero de registros dos dados empiricos (Figura 2).

3.2 Analises Moleculares

No total, foram obtidas 145 sequéncias do marcador COIl (95 de Z.
vittimaculosa e 50 de Z. loretoi), e essas variaram entre 120 e 733 pares de base
(pb). Para o gene COIl, 92 sequéncias com extensao entre 154 e 625 pb foram

geradas (47 e 45 de Z. vittimaculosa e da espécie nova, respectivamente). Com isso,
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foi possivel reconstituir um total de 86 sequéncias concatenadas, 45 de Z.

vittimaculosa e 41 de Z. loretoi.

3.3 Parametros populacionais

Os indices de diversidade mostram que Z. vittimaculosa é geneticamente
mais diversa que Z. loretoi, apresentando valores superiores para todas as
estimativas consideradas [numero de sitios polimérficos (S), numero de haplotipos
(h), diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (1%)] (Tabela 1). Com relagdo ao
namero de haplétipos, por exemplo, Z. vittimaculosa apresentou valores de 21, 25 e
33, para COI, COIl e ambos os genes concatenados, respectivamente; em Z. loretoi,
estes valores ficaram em 3, 8 e 7, respectivamente. Uma discrepancia similar
também foi observada com relacdo ao numero de sitios segregantes, que variou
entre 18 e 44 para Z. vittimaculosa e entre 8 e 10 em Z. loretoi. . A grande diferenca
nesses dados reflete nos resultados dos indices de diversidade haplotipica (Hd) e
nucleotidica (11%), que foram pelo menos 3 vezes superiores em Z. vittimaculosa.
Num comparativo entre os dois genes, COIl apresentou-se sempre mais variavel que
COl, num padrdo que se manteve para ambas as espécies, ainda que aquele
marcador tenha apresentado amostragens reduzidas com relacdo a este (Tabela 1).
De fato, nem todos os individuos de que obtivemos sequéncia de um gene tiveram o
outro marcador também sequenciado. Isso provavelmente explica o fato de que o
gene COIl de Z. loretoi tenha apresentado indices maiores do que os dados
concatenados da mesma espécie, ja que esses Ultimos sempre terdo um N menor
gue os marcadores analisados separadamente.

Com relacdo aos testes de Neutralidade, resultados negativos

estatisticamente significativos foram encontrados para o D e o F de Fu e Li (Tabela 1)
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em ambas as espécies e para ambos 0s marcadores, sugerindo que tanto Z.
vittimaculosa quanto Z. loretoi podem ter passado por um recente periodo de
expansdo populacional. Entretanto, embora resultados negativos e significativos
tenham sido encontrados pelo teste D de Tajima para ambos os marcadores de Z.
vittimaculosa, ndo houve significancia no resultado deste teste para o marcador COI
da espécie nova (Tabela 1), uma resultado possivelmente relacionado ao reduzido
namero de haplétipos deste marcador nesta espécie.

Outro dado sugestivo de que Z. loretoi teve uma expansdo muito recente, ou
mesmo de que esta esteja em expansdao foi a analise de Mismatch Distribution, em
gue, para ambos os genes, a curva observada sobrep6em-se com a curva esperada
em distribuicdo unimodal (Figura 3 - A e B). Contudo, para Z. vittimaculosa, embora
s grafico de Mismatch Distribution para COIl tenha apresentado uma distribuicédo
unimodal para a curva observada, a mesma parece refletir uma expansdo nédo téao
recente quanto a de Z. loretoi. J& para o marcador COIl, Z. vittimaculosa apresentou
uma curva bimodal/multimodal, apresentando maiores indicios de estruturacao entre

populacdes.

3.4 Relacbes entre haploétipos

A relacdo entre os haplotipos encontrados nas diferentes populacdes de
ambas as espécies para ambos os marcadores, e sua distribuicdo espacial, pode ser
observada na Figura 3. Embora em todos os casos um padrao starlike possa ser
evidenciado tanto para Z. vittimaculosa quanto para Z. loretoi, é notavel a diferenca
dos padrdes encontrados para as duas espécies, que se diferenciam em dois
haplogrupos independentes separados por 14, 15 e 35 passos mutacionais para

COl, COIl e para os dados concatenados, respectivamente. Em Z. loretoi, nos trés
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casos, um haplotipo dominante com mais de 80% das sequéncias e espalhado
geograficamente é encontrado, com os demais haplétipos sendo, em sua maioria,
exclusivos de determinadas populagdes. Ja em Z. vittimaculosa, a dominancia de um
dos haplotipos ndo é tdo clara, e grande parte dos haplotipos € espalhada
geograficamente. Ja em Z. vittimaculosa ndo ha uma dominancia clara de um
haplétipos, e sim, um nimero muito grande de haplétipos,

Assim, dentre os 21 haplétipos de COI encontrados em Z. vittimaculosa, o
mais frequente (Haplotipo 2 — H2) teve representantes de populacdes de 16
localidades diferentes, inclusive a mais austral (Rio Grande - RS) e a mais
setentrional (Itatiaia — RJ), sendo encontrado em um total de 45 individuos (47% da
amostra) (Figura 4). Entre os haplétipos restantes, 10 sdo exclusivos de um unico
individuo. Um padréo similar é observado para o gene COIl da mesma espécie,
onde, dos 25 haplétipos amostrados, o mais frequente (Haplotipo 4 — H4) teve 17
representantes (36% da amostra), e estes foram encontrados em 12 localidades
diferentes (Figura 4). Neste caso, 12 haploétipos foram exclusivamente encontrados
em um unico individuo.

Para Z. loretoi, por outro lado, apenas um haplétipos de COI foi amostrado,
tendo 100% (Figura 4). Este padrdo € similar ao encontrado para a mesma espécie
para o gene COIl, onde dos oito haplétipos, o mais frequente foi encontrado em 38
dos 45 individuos amostrados (84% da amostra), e os sete haplotipos restantes
foram exclusivos (Figura 4).

A arvore filogenética gerada através do algoritmo de Neighbor Joining (Figura
5) apresenta, em geral, o0 mesmo padrdo da rede de haplétipos, com ambas
espécies reciprocamente monofiléticas. Neste caso, ambas espécies apresentam,

basicamente, uma politomia basal nas arvores reconstruidas com as trés matrizes,
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embora niveis um pouco maiores de estruturacdo tenham sido recuperados para Z.

vittimaculosa (Figura 5).

3.5 Estruturacao entre populacdes

Os resultados dos indices de diferenciacao entre as populacdes (Fst) para Z.
loretoi (Tabela 2) com ambos os marcadores ndo demonstraram nenhum sinal de
estruturacdo. Todavia, para Z. vittimaculosa, tanto para o gene COI quanto para o
gene COIl, os valores de Fst mostraram indicativos de diferenciacdo genética
pronunciada entre algumas populacdes, especialmente quando no pareamento
estdo umas das populacdes de Agudo/RS (populacdo 2) elou Sa&o Sepé/RS
(populacéo 3) (Tabelas 3 e 4).

Conforme esperado, as analises de Variancia Molecular (ANOVA) realizadas
com os dados de COI e de COIl para Z. loretoi revelam que a maior parte da
diferenciacdo ocorre dentro das populacdes (109.89% e 101.55%, respectivamente)
(Tabela 5). Para Z. vittimaculosa, um componente mais significativo da variacao foi
encontrado entre populacdes (19,6% e 0.46% para COIl e COIl, respectivamente),
embora, novamente, a variagdo genética ndo pdde ser explicada pela diferenca

entre as populagdes de diferentes biomas (Mata Atlantica e Pampa) (Tabela 6).

4 Discussao

Z. vittimaculosa e Z. loretoi constituem espécies irmas de morfologia externa
criptica (Fonseca et al., em preparacdo) e distribuicdo predominantemente
simpatrica. Portanto, as evidéncias aqui apresentadas de que ambas compartilham

nicho abidtico somadas as evidéncias empiricas de compartilihamento de nicho
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bidtico (Fonseca et al., em preparacao), levantam ddvidas importantes quanto aos
mecanismos associados a sua especiacao. Entretanto, os padrdes microevolutivos
contrastantes recuperados em nossas analises parecem ser um reflexo da
independéncia entre os eventos associados a origem e diversificagdo inicial de Z.
vittimaculosa e Z. loretoi, 0 que pode ser tomado como um indicativo importante de
especiacao alopatrica.

Assim, as duas espécies diferiram marcadamente nos niveis de diversidade e
estruturacdo, e embora ambas tenham apresentado sinais sugestivos de expansao
populacional, a expanséo de Z. loretoi para a area amostrada parece ter sido muito
mais recente. A interpretacdo destes dados frente aos resultados obtidos através de
modelagem de nicho permite levantar a hipétese de que Z. loretoi tenha migrado
recentemente para a regido sul do Brasil, a partir de populacdes que habitavam
areas mais a oeste na América Latina. Neste caso, existe a possibilidade de que
ambas as espécies tenham apresentado refugios populacionais distintos no periodo
Pleistoceno, com areas situadas dentro da regido amostrada servindo como refugio
para Z. vittimaculosa, mas ndo para Z. loretoi. Isto explicaria os maiores niveis de
diversidade e estruturacédo encontrados para a primeira, cujas populagdes habitariam
a regido sul do Brasil ha mais tempo. Um analise de Reldgio molecular relaxado
datou a separacédo dessas espécies para 3,4 milhdes de anos, no Plioceno, portanto,
logo antes do pleistoceno e das glaciacdes (Machado et al., em preparacéo).

Alternativamente, os padrdes evolutivos contrastantes também podem estar
associados as diferencas ecoldgicas de amplitude de nicho apresentadas pelas duas
espécies. De fato, enquanto Z. vittimaculosa é bem amostrada em fungos, iscas de
banana fermentada e em inflorescéncias de Cestrum, Z. loretoi parece estar mais

restrita ao ultimo recurso mencionado. Diferencas entre padrbes para espécies
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generalistas e especialistas sdo esperados, ja tendo sido encontrados em outras
espécies de Drosophilidae (Gilchrist, 1995; Kellermann et al., 2012a). Entretanto,
neste caso, o0 esperado seria o contrario do observado, ja que espécies mais
generalistas seriam menos propensas a diferenciacdo entre populacdes do que

espécies mais especialistas.
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7 Figuras e Tabelas

Figura 1: Modelagens de distribuicdo populacional atual (B e D) e simulagdo da
distribuicdo no UMG para (A e C) para Z. loretoi (A e B) e Z. vittimaculosa (C e D).
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Figura 2: Grafico do teste de identidade de sobreposicdo de nicho abiotico de Z.
loretoi e Z. vittimaculosa.
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Figura 3: Graficos de Mismatch Distribution para dos genes COIl (A e C) e COIll (B e
D) para Z. loretoi (A e B) e Z. vittimaculosa (C e D).
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Figura 4: Median-Joining NetWork dos haplétipos de Z. vittimaculosa e Z. loretoi para (A) gene COI, (B) gene COIll e (C) ambos os
genes concatenados. Nos NetWorks A e B, as cores representam os locais amostrados (vide legenda na figura). No NetWork C, as
cores indicam o numero de espécimes sequenciados com cada haplotipos Os nimeros nos parénteses representam a quantidade
de mutacdes entre os haplogrupos. Em A e B, Haplogrupo superior = Z. vittimaculosa. Em C, Haplogrupo superior = Z. loretoi.

® \\ @
@ o
\
b
o \ o ©
- \ 0 B
@ \ @
o ¢ A ¢
® ¢ AN © i °
e L) \ .
@ = S ® ® ®
O ] (18) \ @ ® (15)
° \ ¢ / &
V4 \‘ @ 7
\\ .—t-l"'—"_-_---‘\' .
\\ - * 'l
S —— )-"'—‘ I @
’
i ~
D Agudo Rio Grande I"\ ’f o
Saldanha 1 \,‘ i
. Blumenau Marinho 1 \.‘ . F e}
Cachoeira D Santa Maria 1 ~a !
do Sul 1 ’, i
. Concdrdia . Santiago l ! ~ L——-
. - - —— -—— -
D Cruz Alta D Santo Cristo ' .
5o Francisco |
. Sdo Francisco
. Curitiba de Paula I« O ° - . N1
Diamante %30 Luiz = e - . (35) . .
do Norte Gonzaga I - // . % . N=2
. Erechim - 530 Sepé : . » 0 - . N3
% Horizontina D Torres i . - D .
. =
. Itatiaia = » @ ® D
N=5
D Pelotas :. . * J
N=35
. Porto Alegre : D
! .




123

Figura 5: Arvores Filogenéticas por Neighbor-Joining para individuos de Z. loretoi (ID iniciando com 2) e Z. vittimaculosa (ID

iniciando com 1) para os genes (A) COlI, (B) COIl e para ambos os genes concatenados (C).
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Tabela 1: Testes de neutralidade e indices de diversidade.

Testes de neutralidade e indices de diversidade para COIl, COIll e ambos
concatenados para Z. vittimaculosa e Z. sp1.

Z. vittimaculosa Z. sp1
Ccol Coll CONCATENADO COl coll CONTATENADO
N 95 47 45 50 45 41
S 18 39 44 2 10 8
h 21 25 33 3 8 7
Hd(DP)  0.753 (0.043) 0.867 (0.047)  0.980 (0.011) 0.079 (0.052) 0.290 (0.089)  0.274 (0.092)
w% (DP)  0.002 (0.008) 0.005(0.018)  0.004 (0.011) 0 (0) 0.001 (0.006) 0 (0.001)
Tajima's D -1.97354 * -2.45827 ** - -1.46443 -2.34895 ** -
Fueli'sD -2.85261* -3.23817 * - -2.53305* -4.58722 ** -
Fueli'sF -3.01568 ** -3.52332 ** - -2.57464 * -4.54454 ** -

Legenda: N = numero de sequéncias utilizadas; S = numero de sitios polimérficos;
h = numero de haplétipos; Hd = diversidade haplotipica; w% = diversidade nucleotidica.

Tabela 2: Fst de Z. loretoi para os genes COI (acima da diagonal) e COIll (abaixo da
diagonal).

Valores de FST para Zygothrica loretoi COl e COII

1 2 3 4 5 6 7 8
1 0 0 0 -0.0076 -0.02212 0 0 0
2 -0.01734 0 0 -0.1892 -0.19318 0 0 0
3 -0.23251 -0.26316 0 -0.3266 -0.32911 0 0 0
4 0.1028 0.09648 -0.3253 0 0.00195 -1 -0.18919 -0.18919
5 0.11034 0.12529 -0.32766 -0.0202 0 -1 -0.19318 -0.19318
6 -0.83193 -1 0 -1 -1 0 0 0
7 -0.0987 -0.09091 0 -0.1871 -0.19084 0 0 0
8 -0.0987 -0.090_91 0 ; -0.1871 -0.19084 . 0 - 0 0

Legenda: 1 = Cachoeira do Sul; 2 = Santa Maria; 3 = Torres; 4 = Porto Alegre;

5 = Horizontina; 6 = Diamante do Norte; 7 = Santo Cristo; 8 = Saldanha Marinho.
Tabela 3: Fst de Z. vittimaculosa para o gene COI.
Valores de FST para Zygothrica vittimaculosa - COI

1 0

2 0.6158" 0

3 0.47124* 0.76877" 0

4 0.19463 1 0.62307* 0

5 00583 0.72414* 0.15152 0.35135 0

6 -05 1 0.47036 0 -0.5 0

7 0.11785 1* 0.59699* 0 0.25 0 0

8 0.04264 0.55627* 0.33855* 0.1294 -0.09343 -0.42857 0.07615 0

9 0.13793 0.64023* 0.32792* 0.25801 -0.05727 -0.375 0.18317 0.0919 0

10 -0.01695 1 0.55909 0 0.07692 0 0 -0.02612 0.05579 0
11 0.13309 0.54472 0.41931 0.38462 -0.03125 -1 0.25 0.23461 0.15145 0 0

12 -0.03604 0.82222 0.42107 038462 -0.2 -1 0.25 -0.08341 -0.06719 0 -0.38462 0

13 0.08102 046667 0.0927 0.33333 -0.18033 -0.33333 0.25 0.04865 0.03226 0.11111 -0.04348 -0.08108 0

14 -0.04808 0.42635* 0.35651* 0.03821 -0.02519 -0.65385 -0.02246 -0.01308 0.08193 -0.14328 0.13902 -0.1347 0.01942 0

15 0.054 0.45809* 0.23616* 0.12213 -0.05978 -0.38824 0.07652 0.02122 0.08478 -0.0153 0.18422 -0.06845 0.00176 0.0218 0

16 0.00614 0.65988* 0.38269* -0.0473 -0.03279 -0.88889 -0.11562 0.00918 0.08223 -0.25594 0.1939 -0.10597 0.06365 -0.03243 0.02978 0

17 _-0.00181 0.81818" 0.24259 0.11111__ -0.25 -1 0 -0.07704 -0.05565  -0.2 -0.01163 -0.2  -0.12281 -0.08755 -0.08361 -0.21011 0

0.00377 {+-0.0029), 0.00098 (+-0.001), 0, 0.0293 (+-0.0041), 0.02246 (+-0.0044], 0.03125 [+-0.0075), 0, 0.00977 {+-0.0029), 0.00977 {+-0.0029), 0, 0.00391 {+-0.0023),
0.03711(+-0.0059), 0.00781 (+-0.0024), 0.01953 (+-D.0041), 0, 0.01270 {+-0.0037), 0, 0.00195 {+-0.0014), 0.00391 (+-0.0019).

Valores de p significativo. Respectivamente de cima para baixa e por coluna
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Tabela 4: Fst de Z. vittimaculosa para o gene COII.

Valores de FST para Zygothrica vittimaculosa - COIl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
1 0
2 1 0
3 077778 0.71084 0
4 1 0 0.71084 0
5 0 0 0.58519 0 0
6 1 1 0.77778 1 0 0
7 1 1 0.77778 1 0 0 0
8 0.5 -0.2 0.64021* 0.2 0.11765 0.5 0.5 0
9 -0.24444 -0.23529 0.26276" -0.23529 -0.06286 -0.24444 -0.24444 -0.05882 0
10 1 1 0.77778 1 0 1 1 0.5 -0.24444 0
11 1 1 0.71429 1 0 1 1 0.5 0.4 1 0
12 1 1 0.92 1 0.6 1 1 0.875 0.46667 1 0
13 1 0 06 0 -1 1 1 -1 -0.86667 1 1 1 0
14 0.6 0.26316 0.66667* -0.26316 0.21127 0.6 0.6 0.01449 0.00728 086 06 0.90476 1 0
15 -0.34667 -0.28812 0.19948* -0.28812 -0.09333 -0.2625 -0.2625 -0.113 0.00718 -0.2625 -0.34667 046842 -0.92381 -0.07261 0
16 -0.36 -0.275 0.22512* -0.275 -0.11558 0.7 -0.7 -0.13684 0.03377 -0.36 -0.36 038182 -0.94286 -0.04223 0.00946 0

003027  0.00391 003320 003125  0.00684
(+-0.0054)  (+-0.0019) (+-0.0053) (+-0.0048) (+-0.0027)

Valores de p significativo. Respectivamente de cima para baixo

Tabela 5: Analise da Variancia Molecular (AMOVA) de Z. loretoi para os genes COI
e COIll em relacdo aos biomas Mata Atlantica e Pampa.

Anilise de Variancia Molecular (AMOVA) de COIl e COIll para Z. loretoi

o col Coll
Fonte da Variagao
GL SQ % de Variagdo GL sQ % de Variagdo
Entre Biomas 1 0.041 6.93 1 0.5 0.91
Entre populagdes 6 0.069 -16.83 6 2.711 -2.45
Dentro das populagdes 42 1.85 109.89 37 18.789 101.55

Legenda: GL = Graus de Liberdade; SQ = Soma dos Quadrados.

Tabela 6: Analise da Variancia Molecular (AMOVA) de Z. vittimaculosa para o0s
genes COI e COIl em relagéo aos biomas Mata Atlantica e Pampa.

Anidlise de Varidancia Molecular (AMOVA) de COIl e COIll para Z. vittimaculosa

- col coll
Fonte da Variacdo - -
GL sQ % de Variagdo GL sQ % de Variagao
Entre Biomas 1 1.284 -2.93 1 1.493 0.31
Entre populagdes 15 29.119 19.62 14 19.288 0.46
Dentro das populagdes 78 68.587 83.31 31 42.197 99.23

Legenda: GL = Graus de Liberdade; SQ = Soma dos Quadrados.
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Os resultados desse trabalho permitem corroborar trabalhos como os de
Hebert et al. (2004b), Vences et al. (2005), entre varios outros, que apontam o DNA
Barcoding como uma ferramenta para ajudar na identificacdo de espécies cripticas.
De fato, a identificac&o inicial da espécie criptica a Z. vittimaculosa foi feita atraves
de analises moleculares, ja que num primeiro momento, as determinacdes eram
feitas apenas com base na morfologia externa. Isto também evidencia a necessidade
de refinamento nas identificacbes de drosofilideos, seja a mesma feita com
marcadores moleculares ou com a estrutura da genitdlia dos machos, que
posteriormente se mostrou distinta entre as espécies irmas.

A medida que nos aprofundamos nas analises relacionadas ao par de
espécies em questdo, evidenciamos aspectos ecoldgicos e evolutivos cada vez mais
intrigantes. As duas espécies parecem ser simpatricas na maior parte de sua
distribuicdo, compartilhando nicho abidtico e bi6tico. A partir dessa observagédo, o
questionamento sobre o modo de especiagdo relacionado a sua origem é direto.
Embora a mesma possa ter ocorrido em simpatria, associada a diferencas em escala
micro-ecoldgica, o fato de termos encontrado padrdes evolutivos essencialmente
contrastantes para o par de espécies, e a sugestdo de que a espécie nova passou a
ocupar a regido amostrada muito mais recentemente, acrescentam suporte a ideia
de que a especiacéo tenha ocorrido em alopatria.

Dadas estas circunstancias, a presente dissertacao apresenta como principais

perspectivas:
» 0 acréscimo de marcadores nucleares no estudo filogeografico

» a extensao da regido de amostragem mais para o Norte, bem como para
regides do Peru e do Equador, sugeridos como habitaveis por Z. loretoi

nas andlises de modelagem de nicho

> a realizagdo de um estudo filogeografico com as espécies de Cestrum

exploradas por ambas as espécies na regiao sul do Brasil.



