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RESUMO

As mudancas climaticas ocorridas no Pleistoceno afetaram a distribuicdo e os
padrdes de diversificacdo populacionais e sao conhecidas como um dos potenciais
impulsionadores da alta diversidade encontrada na regido Neotropical. Drosophila
sturtevanti pertence ao subgrupo sturtevanti do grupo saltans de Drosophila e € uma
das espécies com distribuicdo geogréafica mais ampla dentro do grupo, ocorrendo em
areas florestais de diferentes biomas. Além disso, essa espécie apresenta altos
niveis de variabilidade genética para diversos marcadores, constituindo um
excelente modelo para estudos de estrutura populacional, diversificacdo e adaptacdo
em diferentes cenarios. O objetivo desse estudo foi analisar a diferenciacao
genética, usando os genes Citocromo Oxidase subunidades | e Il em 163 individuos
provenientes de 21 populacdes de D. sturtevanti coletados em fragmentos florestais
da América Central ao sul do Brasil, com énfase na Mata Atlantica. Nossos
resultados moleculares mostram que as populagbes de D. sturtevanti estao
estruturadas na América do Sul e sua distribuicio mostra uma correlacédo
significativa com varidveis geograficas e climaticas, principalmente temperatura e
umidade. Além disso, os eventos de divergéncia entre 0s grupos geogréficos
sugerem associac¢ao significante com as oscilacdes paleoclimaticas ocorridas desde
o Pleistoceno tardio e, esses eventos, provavelmente moldaram a distribuicdo
geografica dos haplogrupos de acordo com varidveis ambientais, principalmente

temperatura e umidade.

Palavras-chave: Adaptacdo, Grupo saltans, Regido Neotropical, mMtDNA,

Filogeografia, Paleoclima



ABSTRACT

The Pleistocene climatic changes have affected population distribution and
diversification patterns and it is known as one of the potential drivers to the high
diversity found in the Neotropics. Drosophila sturtevanti belongs to the sturtevanti
subgroup of the Drosophila saltans group and it is one of the most geographically
wide species within the group, occurring on forest areas of different biomes. Besides,
it presents high levels of genetic variability for several markers, thus constituting an
excellent model to study population structure, diversification and adaptation over
different scenarios. The aim of this study was to analyze the genetic differentiation
using the Cytochrome Oxidase | and Il genes of 163 individuals from 21 populations
of D. sturtevanti collected forest fragments from Central America to South Brazil, with
emphasis on the Brazilian Atlantic Forest. Our molecular results showed that D.
sturtevanti populations were structured in South America and that their mitochondrial
haplotypes had a significant correlation with geography and climatic variables, mainly
temperature and humidity. Moreover, the divergence events between the
geographical groups suggest significant association with paleoclimate oscillations
occurred since the late Pleistocene. The results hence support a role of paleoclimatic

events on cytogenomic diversity of present-day widespread Neotropical species.

Keywords: Adaptation, saltans group, Neotropics, mtDNA, Phylogeography,

Paleoclimate
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1. Introducéao

1.1. Biodiversidade na regido neotropical: diferentes biomas e
fragmentacédo de habitat

A regido Neotropical € conhecida como uma das regifes mais diversas do
globo e se estende do México ao sul da América do Sul, incluindo o Caribe e, sua
fauna e flora ficaram quase completamente isoladas desde a separacdo da
Gondwana, ha 65 milhdes de anos, até o soerguimento do istmo do Panama, por
volta de trés milhdes de anos atras. (JOLY, 2008; MORRONE, 2014; CARVALHO;
ALMEIDA, 2016). A definicdo formal da regido Neotropical foi primeiramente
introduzida por Sclater em 1858, ao dividir a Terra em seis regides zoogeograficas,
baseado na distribuicdo de aves e, em 1876, o termo também foi aceito por Wallace,
que o aplicou a outros taxons de vertebrados terrestres e de agua doce e publicou o
primeiro mapa com a distribuicAo das regides, delineadas pelo que hoje
conhecemos como placas continentais (HOLT et al., 2013). Holt e colaboradores
(2013), integrando dados de distribuicdo e relacbes filogenéticas de mais de 20 mil
espécies entre anfibios, aves e mamiferos ndo-marinhos, identificaram um total de
20 regibes zoogeograficas abrigadas em 11 regides maiores (Figura 1). Mais
recentemente, Morrone (2014) sugeriu a subdivisdo do continente sul-americano em
duas regides, Andina e Neotropical, e uma zona de transicdo que apresenta
elementos bibticos neotropicais e andinos de forma sobreposta (MORRONE, 2014;
CARVALHO; ALMEIDA, 2016).

A regido apresenta uma grande amplitude latitudinal, de 12° de latitude Norte
a 56° de latitude Sul, estando, dessa forma, sujeita a uma grande variacdo climatica.
Esse atributo, associado a alta complexidade do terreno, resulta em um mosaico
intricado, incluindo diversas formacdes vegetais, com uma grande variedade de
biomas e habitats que varia desde zonas aridas, regides montanhosas e campos
abertos a extensas areas de floresta imida, como a Mata Atlantica e a Amaz6nia
(ANTONELLI et al., 2018).
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Figura 1. Mapa das regides zoogeogréficas terrestres atualizadas por Holt et al.,
(2013). Em azul escuro encontra-se a regido Neotropical, que se estende do México

ao sul da América do Sul.
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Fonte: HOLT et al., 2013.

Dessa forma, a alta diversidade encontrada na regido tem sido alvo da
curiosidade cientifica desde o século XIX, quando foi notada por naturalistas como
Darwin e, as explicagbes propostas de sua origem tem sido controversas desde
entdo (RULL, 2011). Com o aumento no nimero de estudos sobre a distribuicdo da
biodiversidade na América do Sul foi possivel o reconhecimento de padrbes
biogeograficos complexos e diversas hipoteses tém sido formuladas ao longo dos
anos para explicar a origem de tal diversidade (HAFFER, 1969, 1993, 1997,
HAFFER; PRANCE, 2002; CARNAVAL; MORITZ, 2008, CARVALHO; ALMEIDA,
2016). As hipdteses para explicar a alta diversidade e endemismo na regido
neotropical com frequéncia recorrem a heterogeneidade climéatica no espaco e
tempo, geralmente associada a expectativa de que espécies tropicais tenham
tolerancias fisiologicas restritas. Essa heterogeneidade climética (histérica e
contemporanea) afetaria diretamente a distribuicdo das linhagens por meio de
restricdes fisiologicas espécie-especificas e indiretamente por meio da aptiddo a
parasitas, patégenos, predadores e competidores (CARNAVAL et al., 2014). Outro
padrao bem estabelecido é o Gradiente Latitudinal de Biodiversidade, caracterizado
pelo declinio dos indices de biodiversidade em relagéo a latitude e existem diversas
causas potenciais para sua ocorréncia e, os modelos utilizam proposi¢cdes baseadas
nas taxas de origem e extincdo de espécies na tentativa de compreender tal padréo

(RULL, 2011). De acordo com a literatura, as baixas taxas de extingdo resultantes de
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uma maior estabilidade climéatica no hemisfério Sul poderiam ter contribuido para
esse padrdo permitindo que espécies pertencentes a clados ancestrais persistissem
através do tempo (SANDEL et al., 2011; HOLT et al., 2013) Ainda assim, a questao
permanece sem solucdo embora os testes de hipoOteses estejam cada vez mais
detalhados e fornecam cada vez mais informagdes sobre a complexidade da regiao
(CARVALHO; ALMEIDA, 2016).

Outro componente importante a se ressaltar quando se estuda a diversidade
na regido Neotropical é a presenca do istmo do Panama. O istmo corresponde a
uma via terrestre que conecta a Ameérica do Sul e as Américas Central e do Norte
que foi formada ao longo de milhdes de anos (Ma) (25 até cerca de 2,7 Ma atras),
guando finalmente se fechou completamente no Plioceno e possibilitou um intenso
intercambio bidtico (Grande Intercambio Americano) entre as porcdes de terra que
se encontravam isoladas ha milhdes de anos. Assim, reforca-se a complexa
formacéo histérica da América do Sul, moldada durante milhdes de anos por
elementos floristicos e faunisticos autdctones ou provenientes de outros continentes,
ao longo de diferentes épocas e fases climaticas (O’'DEA et al., 2016; CARVALHO;
ALMEIDA, 2016).

Dentre os diferentes biomas encontrados na regido Neotropical, um que
merece lugar de destaque € a Mata Atlantica. A Mata Atlantica brasileira esta entre
os 25 hotspots de biodiversidade do mundo, abrigando uma grande diversidade de
animais, plantas e tipos de habitats (MITTERMEIER et al.,, 2005; MYERS et al.,
2000). Ocupa regides costeiras do leste do Brasil atingindo sua extensdo maxima no
leste do Paraguai e nordeste da Argentina. Na por¢cao meridional alcanca a bacia do
Rio Parana e é limitada pela Caatinga no norte e pelo Cerrado na regido central.
Dada sua vasta extensdo geogréfica, apresenta uma grande diversidade floristica,
com varias fitofisionomias regionais, composta por formacdes florestais nativas
(Figura 2a), a saber: Floresta Ombrofila Densa; Floresta Ombrofila Mista, também
denominada de Mata de Araucérias; Floresta Ombrdfila Aberta; Floresta Estacional
Semidecidual; e Floresta Estacional Decidual), e ecossistemas associados
(manguezais, vegetacdes de restingas, campos de altitude, brejos interioranos e
encraves florestais do Nordeste) (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000; RIBEIRO et al.,
2009; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019), além de uma grande variagdo na

umidade e temperatura ao longo de sua extensao.



20

Embora haja alguma controvérsia quanto a sua idade exata, a Mata Atlantica
€ considerada a mais antiga floresta brasileira, sendo formada por uma mistura de
espécies que evoluiram a partir da vegetacao nativa do final do Cretaceo, era em
que a América do Sul estava se separando da Africa, ha 65 milhées de anos
(RIZZINI, 1997; COLOMBO; JOLY, 2010).

A alta diversidade e distribuicdo da Mata Atlantica foram influenciadas por
eventos historicos, como as mudancas climaticas ocasionadas pelos varios eventos
glaciais que ocorreram durante os periodos Terciario e Quaternario. Essas
alteracbes nas condicbes de temperatura e umidade podem ter sido o fator
determinante na diferenciacdo e padrao de distribuicdo das espécies durante os
eventos de expansao e retracdo da floresta (HAFFER, 1969, 1993). Essa teoria,
denominada Teoria dos Refagios Florestais, foi primeiramente sugerida para explicar
a diversificacdo na Amazodnia, mas tornou-se também o principal paradigma para
explicar a alta diversidade encontrada na Mata Atlantica (HAFFER, 1969, 1997,
PRANCE, 1982) o que também foi proposto por Carnaval e Moritz (2008) baseado
em modelagem ecoldgica de nichos, que sugeriram que durante o Ultimo Méximo
Glacial a floresta umida teria persistido nas porcdes norte e central do bioma
(refagios), enquanto a porcao sul da Mata Atlantica deveria apresentar sinais de
expansao demogréafica como consequéncia da expansao pos-glacial nessa regiao.

De acordo com Carnaval e Moritz (2008), os refugios da Mata Atlantica
resultantes das glaciacdes do Pleistoceno ficaram restritos ao limite norte deste
bioma, principalmente no litoral, enquanto as florestas foram praticamente
eliminadas nas latitudes mais altas. A floresta Atlantica do sul teria sido colonizada
de reflugios do norte durante o Holoceno, por meio de expansdes de populacdes do
sul. No entanto, o trabalho de Stefenon et al., (2019) sugere a existéncia de reflgios
glaciais do sul da Mata Atlantica, que originou os grupos de haplétipos de Araucarias
do sul do Brasil, de areas altas, independentemente dos grupos genéticos do norte,

no Ultimo Maximo Glacial, ha 20 mil anos.

Dessa forma, embora haja trabalhos que corroborem a hipétese proposta por
Carnaval e Moritz (2008), outros mostram diferentes padrdes, o que indica que
apesar de alguns organismos partilharem uma histéria comum de diversificacao,

parece haver um complexo conjunto de padrbes de diversificagdo e processos
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dentro da Mata Atlantica (BATALHA-FILHO et al., 2012; BATALHA-FILHO; MIYAKI,
2016). Assim, sdo necessarios estudos com espécies endémicas para se entender
0S mecanismos que levaram a diversificacdo que observamos atualmente
(BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2016; LEITE et al., 2016).

Antes da destruicdo e consequente fragmentacao da Mata Atlantica, que teve
inicio h& cinco séculos com a chegada dos colonizadores europeus, a Mata Atlantica
brasileira cobria 1,3 milhdes de quildbmetros quadrados, distribuidos em 17 estados
do territdrio nacional. Entretanto, devido a localizacdo do bioma, que se estende
pelas regides mais habitadas do pais, sofrendo forte pressédo populacional e grande
utilizacdo de seus recursos, atualmente, a Mata Atlantica encontra-se altamente
fragmentada e os remanescentes estdo reduzidos a cerca de 22% da cobertura
vegetal e desses, apenas 7% sao fragmentos com mais de 100 hectares e em bom
estado de conservacgao (Figura 2b) (RIBEIRO et al., 2009; COLOMBO; JOLY, 2010;
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019). Estima-se que esse bioma abrigue cerca
de 35% das espécies vegetais existentes no Brasil, incluindo diversas espécies
endémicas e ameacadas de extin¢do, e sua rigueza de espécies € maior que a de

alguns continentes.
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Figura 2A-B. Mapas de distribuicdo do bioma da Mata Atlantica brasileira. A. Sub-
regibes biogeograficas baseadas nas principais areas de endemismo de aves,
borboletas e primatas, como proposto por Silva e Casteleti (2003). B.
Remanescentes florestais na Mata Atlantica brasileira.
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A perda de habitat € a principal ameaca para as espécies que ocupam 0
bioma de Mata Atlantica (MYERS et al., 2000), sendo a conservacdo dos
remanescentes a longo prazo uma tarefa desafiadora. Essa gestdo dos
remanescentes deveria priorizar a transformacdo dos mesmos em reservas de
conservagao, em que se reestabeleca a conectividade entre os fragmentos, além de
aumentar a area das unidades de conservacdo para evitar os efeitos de borda
(RIBEIRO et al., 2009).
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Outros biomas de grande importancia e representatividade que permeiam a
regido neotropical e fazem fronteira com a Mata Atlantica sdo o Cerrado, a Caatinga
e o Pampa (Figura 3). Os dois primeiros sdo biomas de vegetacdo aberta que
ocorrem sob as mesmas condi¢cdes de estresse hidrico, apresentam vegetacdes
adaptadas a essas condi¢fes climaticas, biotas Unicas e distribuicio complexa em
forma de mosaicos e, tem recebido menos atencdo cientifica que as florestas
umidas tropicais (WERNECK, 2011), enquanto o Pampa exibe paisagens naturais
variadas, de serras a planicies, de morros rupestres a coxilhas, com o predominio de
campos nativos, sendo ainda um ambiente pouco explorado que s6 foi reconhecido
como bioma em 2004 (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019).

Figura 3. Mapa dos Biomas Brasileiros. Em cores preenchidas estdo os biomas que
fazem fronteira com a Mata Atlantica.
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O Cerrado, também conhecido como a Savana brasileira, € o segundo maior
bioma na regido Neotropical e também um importante hotspot de biodiversidade no
mundo (MYERS, 2000). O bioma € composto por savanas e campos abertos em
meio a areas florestais secas e umidas (DAMASCO et al., 2018) e esta localizado na
regido central do Brasil, cobrindo uma extensao de aproximadamente dois milhdes
de quildbmetros quadrados, sendo parte da “diagonal de formagdes abertas”
(VANZOLINI, 1963), que separa a floresta Amazoénica ao norte e a Mata Atlantica no
sudeste, fazendo fronteira com a Caatinga no nordeste e com o Pantanal no
sudoeste (WERNECK et al., 2012).

A alta biodiversidade e importancia do Cerrado, a savana mais rica do mundo,
pode ser destacada pelas mais de 12 mil espécies vegetais ali encontradas, sendo
um terco endémicas. Além disso, o bioma desempenha um importante papel na
manutengdo dos rios na América do Sul, sendo considerado o ‘ber¢co das aguas’
devido a grande quantidade de aquiferos existentes na regido e ao fato que as
raizes das plantas no Cerrado sdo mais profundas e responsaveis por absorver a
adgua das chuvas e transporta-las para os aquiferos (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2019; DAMASCO et al., 2018). Apesar da importancia do bioma para a
manutencdo do potencial hidrico, nas ultimas décadas, mais de 50% da vegetacao
original do Cerrado foi modificada e apenas 2,2% estdo estritamente protegidas
(KLINK; MACHADO, 2005), pesquisadores acreditam que a quantidade de &agua
disponivel nos aquiferos tenha atingido niveis minimos, o que pode modificar toda a
dindmica climatica na regidao e reforca a necessidade de protecdo do Cerrado
(DAMASCO et al., 2018).

Ja a Caatinga ocupa uma area de cerca de 850 mil quildmetros quadrados, o
equivalente a 11% do territério nacional e € o maior bioma semiarido da América do
Sul e 0 mais biodiverso do mundo (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019;
WORLD WILD LIFE, 2019). Esse é também um dos menos conhecidos e menos
conservados biomas brasileiros, com apenas 1,5% de sua extensdo abrangida por
unidades de protecdo integral e mais de 80% de seus ecossistemas naturais
alterados, sendo muitas vezes apontado como um bioma pobre quanto a
biodiversidade e importancia biologica (VANZOLINI et al., 1980; ANDRADE-LIMA,
1982; PRANCE, 1987, MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019). No entanto,

dados atuais indicam uma grande rigueza de ambientes e espécies, muitas das
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quais sdo endémicas da Caatinga, e também sua importancia para a conservacao
da biodiversidade brasileira (LEAL et al., 2003, 2005). Outro fato importante a ser
considerado é que a conservacdo da Caatinga esta estreitamente relacionada ao
combate a desertificacdo. No Brasil, aproximadamente 95% das areas susceptiveis
a desertificacdo estdo no territdrio da Caatinga e grande parte ja esta em estado
avancado de degradacéo, o que torna ainda mais urgente a conscientizacao sobre a

importancia do bioma.

Ja o Pampa ocupa uma area de 176.496 quildmetros quadrados do territorio
brasileiro onde esté restrito ao estado do Rio Grande do Sul e, uma area total de 700
mil quildmetros quadrados, dividida em quatro paises - Argentina, Brasil, Paraguai e
Uruguai (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019). Devido & sua formacéo
geoldgica, em muitas regides do bioma é verificado solo arenoso, fragil e sensivel a
erosdo fluvial e edlica (ROESCH et al.,, 2009). Ele abriga uma grande e rica
biodiversidade, com flora e fauna préprias e, estimativas indicam valores em torno
de 3000 espécies vegetais, mais de 100 mamiferos e quase 500 espécies de aves
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019).

Dada a importancia dos fragmentos florestais na manutencdo da
biodiversidade, segue uma sintese sobre algumas das areas de coleta amostradas
neste estudo, obtida por meio de dados oficiais ou pesquisas realizadas nas areas.

o A Reserva Biologica Tirimbina (TIR) é um refagio de vida selvagem de 345
hectares localizado em La Virgen de Sarapiqui, provincia de Heredia, na
bacia do rio Sarapiqui, na Costa Rica, formada por floresta tropical umida,
sendo uma das mais biologicamente diversas e relativamente bem estudadas
areas do pais (ANGULO et al., 2017).

o A Area de Relevante Interesse Ecoldgico do Sitio Curid6 (CUR) abriga 57,35
hectares, sendo o ultimo enclave de Mata Atlantica na zona urbana de
Fortaleza, no estado do Ceara. Foi criada por meio do Decreto Estadual n°
28.333, de 28 de julho de 2006, com o objetivo de preservar a diversidade
biolbgica e 0 meio ambiente especialmente em areas da Regido
Metropolitana, ainda dotadas de valiosa biodiversidade de flora e fauna
(SEMACE, 2019).
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o A Reserva Biologica Guaribas (GUA) esta localizada na Mesorregido da Mata
Paraibana e na Microrregido do Litoral norte, sendo a regido mais Umida do
litoral do estado. Engloba trés areas descontinuas, denominadas SEMA 01,
SEMA 02 e SEMA 03, abrangendo cinco municipios. A Reserva constitui um
dos ultimos remanescentes de Floresta Atlantica do Estado da Paraiba,
abrigando espécies raras, endémicas e ameagadas de extingdo e, de acordo
com o Plano de Manejo, Fase 2, da Reserva Biologica Guaribas
(IBAMA/MMA, 2019), as formacfes vegetais encontradas na REBIO Guaribas
apresentam forte ligacdo com a Caatinga, sendo que nas florestas estacionais
da Reserva encontram-se géneros caracteristicos da Caatinga e elementos
floristicos das florestas estacionais encontradas na area “core” do Cerrado,
devido a localizacdo da reserva em uma regido limitada pela Caatinga e com

a presenca de formagdes savanicas.

o A Area de Protecdo Ambiental do Pratigi (PRA) é dividida em trés ecopolos e
esta inserida no Mosaico de APAS do Baixo Sul da Bahia, com uma area de
mais de 85 mil hectares. Estende-se por quatro municipios e € formada por
remanescentes de Floresta Ombrofila Densa (FOD) e formacdes pioneiras,
estando entre as éareas de maior prioridade para a conservacao da
biodiversidade do Corredor Central da Mata Atlantica (INEMA, 2019).

o O Parque Estadual da Fonte Grande, em Vitoria, no estado do Espirito Santo
(VIT) é a ultima area contigua de grande porte com vegetacdo caracteristica
de encostas da Mata Atlantica. Apresenta uma area de 217 hectares em um
relevo acidentado, incluindo vales e pontdes (PREFEITURA DE VITORIA,
2019).

o O Ndcleo Picinguaba (PIC) é uma area de conservacao situada em Ubatuba,
no estado de S&o Paulo. E um dos dez ntcleos do Parque Estadual da Serra
do Mar, criado em 1979, e possui area de 47 mil hectares. Aléem da area
florestal, o nucleo conta com restingas, manguezais, praias e costdes
rochosos que passaram a fazer parte do cenario protegido do Parque
Estadual Serra do Mar (SAO PAULO, 2019).
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O Parque da Cantareira (CANT) esta localizado na cidade de S&o Paulo e
possui uma das maiores areas de mata tropical nativa do mundo situada em
uma regido metropolitana. Seus 7.900 hectares sdo formados por
remanescentes, que abrigam diversas espécies ameacadas de Mata
Atlantica, fazendo parte do Cinturdo Verde da cidade de Sao Paulo, que esta
incluido na Reserva da Biosfera (SAO PAULO, 2019).

A Fazenda Cambuhy, no municipio de Matdo (MAT) é um dos remanescentes
florestais amostrados na regido noroeste do estado de S&o Paulo. O
fragmento conta com 2189,6 hectares de Floresta Estacional Semidecidual
(FES) em diferentes estagios de sucessdo ecoldgica, tendo como matriz
adjacente ao fragmento, o plantio de café e laranja (NECCHI JUNIOR, 2012).

A Fazenda Sao Jodo, no municipio de Nova Granada (NG), assim como o
fragmento de MAT, localiza-se no noroeste do estado de S&o Paulo, sendo
um dos fragmentos aqui amostrados. Conta com uma &rea de 1796,9
hectares de Floresta Estadual Semidecidual (FES), também em diferentes
estagios de sucessao e apresenta como matriz adjacente o plantio de laranja
(NECCHI JUNIOR, 2012).

O municipio de Dourados (DOU), no estado do Mato Grosso do Sul ainda
mantém 2% dos remanescentes da Mata Atlantica brasileira. Atualmente, sdo
42 hectares de mata, mas de acordo com dados do governo a vegetacao ja
chegou a ocupar 31 mil quildbmetros quadrados no estado, que comecgou a ser
desmatado na década de 70 com a expansao da fronteira agricola para o
cultivo de soja. A fitofisionomia encontrada na regido é de Floresta Estacional
Semidecidual (FES) e representa um ecétono com o Cerrado (PADOVAN et
al., 2018).

A Reserva Ecoldogica do IBGE, localizada em Brasilia (BRA), no Distrito
Federal, € uma area protegida de interesse cientifico sob a gestao do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Apresenta uma area de 1.391,25
hectares e abriga uma grande heterogeneidade de ecossistemas. A area esta

inserida no bioma do Cerrado, contando com mais de 4000 espécies
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inventariadas, com ocorréncia de 55 espécies ameacgadas de extingdo e 91
espécies endémicas do Cerrado (RECOR, 2019).

A Reserva Betary (BET) situa-se na regido com a maior superficie continua
de Mata Atlantica do pais, contando com uma area de 60 hectares. A bacia
do rio Ribeira de Iguape, também conhecida como Vale do Ribeira, fica ao sul
do estado de S&o Paulo, na divisa com o Parani. Os principais macicos
florestais nativos estdo protegidos por grandes unidades de conservacéo,
como o Parque Estadual Turistico do Alto do Ribeira (Petar), conhecido por
suas enormes cavernas, o Parque Estadual de Jacupiranga, entre outros
(PREFEITURA DE IPORANGA, 2019; IPBio, 2019).

A regido do Pirai (PI) localiza-se no municipio de Joinville, no estado de Santa
Catarina e abriga remanescentes de Mata Atlantica. A regido esta inserida na
Area de Protecdo Ambiental (APA) Serra Dona Francisca, que conta com uma
area total de mais de 40 mil hectares, englobando os mananciais dos rios
Cubatéo e Pirai. A APA esta situada na Zona Nucleo e de Amortecimento da
Reserva da Biosfera da Mata Atlantica, integrando um dos mais importantes
corredores ecoldgicos que conectam Unidades de Conservacao ao longo das
serras litoraneas brasileiras, sendo de ocorréncia na regido do Pirai a Floresta
Ombrdfila Densa (FOD) (JOINVILLE, 2019).

O Ribeirdo da Ilha (RI) € um bairro localizado ao sul do municipio de
Floriandpolis, em Santa Catarina em que esta presente a vegetacdo de Mata
Atlantica. Por estar afastado do centro da cidade, o bairro funciona como um
bairro-dormitério, onde ndo existem prédios e as residéncias ainda mantém a
caracteristica do periodo colonial e como a Constituicdo de 1988 passou a
considerar a vegetagcdo de Mata Atlantica patrimodnio nacional em toda a costa
brasileira, a ilha conta com varios parques distribuidos ao longo de sua
extensdo, de forma que existem varios fragmentos da Mata Atlantica
espalhados nos 433 quildmetros quadrados da ilha, que correspondem a
12,7% da sua cobertura original (GUIA FLORIPA, 2019).

A Reserva Biologica Estadual do Aguai (AG) esta localizada nos contrafortes
da Serra Geral, em altitudes que variam de 200 a 1470 metros, e abrange os
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municipios de Morro Grande, Nova Veneza, Sideropolis e Treviso, no estado
de Santa Catarina. Foi criada em 1° de julho de 1983, por meio do Decreto n°
19.635, protege uma area de 7.672 hectares e esta inserida no bioma da
Mata Atlantica. A criacdo da Reserva Bioldgica do Aguai justificou-se pelo seu
relevo acidentado, a presenca de diversos canyons, pela riqueza de
ecossistemas e pela grande variedade de espécies de plantas e animais, que
fazem da regido um cenario valioso para a conservacdo da biodiversidade
(FATMA SC, 2019).

o Eldorado do Sul (ELD) é um municipio na regido metropolitana de Porto
Alegre, no Rio Grande do Sul e integra a area de preservacdo ambiental do
Delta do Jacui, onde é encontrado um sistema de transicdo entre os biomas
da Mata Atlantica e do Pampa (PREFEITURA DE ELDORADO, 2019; SEMA
RS, 2019).

1.2. Biogeografia e Filogeografia: passado e presente

O efeito da fragmentacdo de habitats sobre as espécies que nele habitam
pode ser avaliado por meio da relacdo entre os dados genéticos e o contexto
ecologico, buscando compreender os padrbes e mecanismos evolutivos que
conectam a genética do organismo e o ambiente no qual os mesmos estao inseridos
(TIDON, 2006). A importancia dessa correlacdo genética/ambiente pode ainda ser
destacada pelo fato de que o potencial evolutivo das populacbes de areas
fragmentadas é comprometido devido a perda de variabilidade genética pela
reducdo demogréfica da populacdo. A diminuicdo do tamanho populacional torna as
espécies mais susceptiveis a depressdo endogamica e leva a reducéo da variacao
intrapopulacional pela acédo da deriva genética e do fluxo génico, o que aumenta a
diferenciacdo genética entre diferentes populacdes e os efeitos associados ao
pequeno tamanho populacional persistirdo mesmo se a causa da fragmentacéao for
solucionada (BROWN; KODRIC-BROWN, 1977; TEMPLETON et al., 1990, 2001;
RATHCKE; JULES, 1993; FRANKHAM, 2003). Dessa forma, torna-se indispensavel
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o entendimento sobre os fatores histéricos e contemporédneos que levaram a

distribuicdo atual das espécies e da variabilidade genética.

Em vista disso, a fim de identificar e compreender as relacfes existentes
entre os fatores responsaveis pela distribuicdo das espécies e sua variabilidade
genética, a abordagem proveniente de areas da ciéncia tais como a Biogeografia, a
Genética de Populacdes, a Filogenia e a Ecologia, aplicadas de forma integrada,
podem fornecer uma fonte confiavel de informacdes que ajudariam na resolucao de

guestdes bioldgicas como a acima citada.

A biogeografia € a ciéncia que estuda a distribuicdo geografica dos seres
vivos no espaco através do tempo buscando compreender os padrdes atuais de
distribuicdo e os processos que geraram tais padrfes. Para isso, existem trés
componentes principais que devem ser avaliados: o0 espaco, que corresponde a area
geografica na qual os organismos estdo distribuidos, o tempo, no qual se inserem
todos os eventos historicos que influenciaram os padrbes atuais e a forma, que
corresponde ao grupo de organismos a ser estudados. Assim, a Biogeografia € uma
disciplina complexa que integra diversas ciéncias, tais como a Geografia, Geologia e
Ecologia e, que vém progredindo e sendo cada vez mais utilizada no cenario atual
(CRISCI, 2001; CRISCI et al., 2003; GILLUNG, 2011).

A biogeografia fornece a perspectiva histérica necessaria tanto para a
compreensao da evolucdo das biotas como também da evolucdo geoldgica do
planeta. O desenvolvimento da biogeografia enquanto ciéncia ao longo dos ultimos
trés séculos apresenta uma forte relacdo com o desenvolvimento e refinamento de
sistemas classificatorios estaveis em paralelo ao aumento do conhecimento da
distribuicdo geografica das espécies e da geologia do planeta (CARVALHO;
ALMEIDA, 2016). A obtencdo de informagbBes sobre a distribuicdo dos taxons
possibilitou a formulacdo de questdes cruciais, como a descoberta de padrbes
biogeograficos e a regionalizacdo do espaco, ainda assim, estudar o resultado de
eventos histéricos é uma tarefa desafiadora (CRISCI et al.,, 2003; CARVALHO;
ALMEIDA, 2016). Existem inumeros fatores, histéricos e contemporaneos
responsaveis pela presenca de uma espeécie ou comunidade em determinada area,
0 que torna a reconstrucdo complexa, exigindo muito mais que um simples método

analitico. Nesse contexto, a abordagem biogeografica difere das ciéncias
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experimentais, pois volta-se para o passado na tentativa de estabelecer conexdes
entre eventos cujas situacdes ndo podem ser repetidas experimentalmente. Devido
a natureza dos eventos biologicos e geoldgicos, existe um processo de eliminagao
de evidéncias, tornando ainda mais ardua a compreensdo dos processos que
originaram determinados padrdoes (CARVALHO; ALMEIDA, 2016).

Assim, dois processos importantes para a compreensdo da historia e
biogeografia sdo a dispersao e a vicariancia. Esses processos sao responsaveis por
moldar os padrdes de distribuicdo dos organismos, sendo o primeiro o resultado do
deslocamento e conquista de novas areas, ultrapassando barreiras pré-existentes,
de forma que as duas populagdes, isoladas pela barreira, se diferenciam e podem se
tornar diferentes espécies que ndo mais se reconhecem em caso de novo contato,
devido a restricdo ao fluxo génico e acumulo de diferencas em cada um dos grupos.
J& na vicariancia, os individuos de uma populacédo ancestral sao isolados por meio
do surgimento de uma barreira, seja ela geogréfica ou ecoldgica, que também pode
levar a diferenciacéo e surgimento de duas populacdes que, embora compartilhem
um ancestral comum, ndo mais se reconhecem como um unico deme. O problema
quando se compara a distribuicdo atual de um grupo separado por uma barreira
geografica € determinar o momento do surgimento da barreira em relacao ao evento
de divergéncia e a origem do grupo (CARVALHO; ALMEIDA, 2016).

Praticamente todas as espécies apresentam certo grau de estrutura
populacional. A estrutura consiste em um conjunto de caracteristicas genéticas e
demograficas resultantes da acao e interacfes entre uma série de mecanismos
evolutivos e ecolégicos (MARTINS, 1987). A caracterizacdo da estrutura
populacional pode ser obtida por meio de diversos parametros ecoldgicos e/ou
genéticos. A abordagem genética e evolutiva busca quantificar a variabilidade
existente entre os individuos, a fim de compreender quais fatores sdo responsaveis
pelo padrédo observado. Nesse contexto, a Genética de Populacbes € o ramo da
Genética que investiga a dindmica dos genes nas populac¢des naturais, buscando
elucidar quais os mecanismos alteram sua composi¢cdo génica ou as frequéncias

genotipicas pelo aumento de homozigose (BEIGUELMAN, 2008).

A Filogeografia, por sua vez, é a area capaz de fazer a distingdo entre os

fatores evolutivos recorrentes e historicos responsaveis pela distribuicdo
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demografica das espécies e, para isso, busca integrar a Filogenia e a Genética de
Populacdes, a fim de investigar as relacbes entre 0sS processos macro e
microevolutivos e compreender como 0s eventos historicos ajudaram a formar a
distribuicdo geogréfica atual de genes, populacdes e espécies (AVISE, 2000, 2009).
O contexto geografico da andlise filogeografica é examinado pelos processos
histéricos que podem ter influenciado a demografia populacional, diferenciacdo e
especiagdo (KINGMAN, 1982; FU; LI, 1999; AVISE, 2000, 2004, 2009;
BEHEREGARAY, 2008).

O poder de resolucdo desta area se deve a investigagdo tanto dos
componentes espaciais quanto temporais envolvidos no processo de coalescéncia,
gue é baseada em um complexo conjunto de modelos matematicos que acomodam
fendmenos bioldgicos que refletem dados gendmicos e identificam uma genealogia
ancestral por meio de uma amostra contemporanea (KINGMAN, 1982). A teoria da
coalescéncia, por sua vez, € baseada em um complexo conjunto de modelos
matematicos que acomodam fenédmenos biolégicos que refletem dados gendémicos e
identificam uma genealogia ancestral por meio de uma amostra contemporanea
(KINGMAN, 1982).

A filogeografia pode ser separada em duas partes. Uma baseada em
demonstracdes graficas, arvores explicativas da hipotese da historia biogeografica
dos organismos, sustentada por métodos de reconstrucdo filogenética, rede de
haplétipos e métodos de coalescéncia e, a segunda, fundamentada na estatistica e
na matematica para elucidar a demografia e estrutura populacional, baseada na
teoria da coalescéncia, em fenbmenos estocasticos e estatistica computacional, em
gue os modelos de andlises utilizam métodos fundamentados na verossimilhanca,
particularmente por inferéncia Bayesiana (KNOWLES; MADDISON, 2002; NIELSEN;
BEAUMONT, 2009).

O termo Filogeografia foi, pela primeira vez, cunhado por John Avise e
colaboradores em 1987 para descrever uma disciplina com raizes técnicas e
conceituais ligadas ao campo ainda em fase inicial da genética molecular nos anos
70 e, desde entédo, o numero de estudos filogeograficos aumentou significativamente
nos ultimos 30 anos (BEHEREGARAY, 2008).
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Apesar do crescente numero de trabalhos com abordagens filogeogréficas e
da grande necessidade de estudos com espécies endémicas, ainda € uma tarefa
desafiadora trabalhar com filogeografia em paises do hemisfério sul, como € o caso
do Brasil. Beheregaray, em seu artigo de revisdo de 2008, aponta o crescente
namero de estudos na area 20 anos depois do seu surgimento, mas também nos
mostra que a maior parte dos artigos publicados em filogeografia estd em paises do
hemisfério norte, o que contrasta com a escassez de estudos em ambientes
megadiversos, como € o caso da Mata Atlantica. Esses dados, embora sejam de
2008, ainda hoje refletem nossa realidade e reforcam a necessidades de estudos

COMO 0 aqui proposto.

1.3. Marcadores moleculares: do sequenciamento classico a obtencéo de

dados gendémicos

O surgimento, no final da década de 70, do método de Sanger, conhecido
como método de terminacdo da cadeia, permitiu a determinacdo das sequéncias de
DNA e foi essencial para o surgimento da era genémica da Biologia, sendo o0 unico
método amplamente utilizado durante os 30 anos seguintes (SANGER et al., 1977,
SCHUSTER, 2007). Esse periodo foi marcado por grande desenvolvimento técnico e
tecnoldgico, o que permitiu 0 sequenciamento de genomas completos de diversos
organismos (SCHUSTER, 2007).

Porém, mesmo com varios aperfeicoamentos realizados durante esse
periodo, as limitacbes do método automatizado de Sanger mostravam a
necessidade de técnicas de sequenciamento mais rapidos, econdmicos e eficientes,
0 que culminou no surgimento do chamado Sequenciamento de Nova Geracéo (do
inglés, New Generation Sequencing, NGS). Vale ressaltar que o0 método
automatizado de Sanger é considerado a tecnologia de “primeira geracao” e, todos
0s novos métodos constituem o chamado NGS. Essas novas tecnologias compdem
varias estratégias que contam com a combinacdo da preparacdo de moldes,
sequenciamento, visualizacdo e métodos de alinhamento e montagem (METKZER,
2010). Assim, em 2005, surgiu 0 que seria um marco no seguenciamento em larga

escala capaz de gerar um volume muito maior de dados, com o desenvolvimento
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baseado na tecnologia do sequenciamento por sintese, desenvolvido pela 454 Life
Sciences (MARGULIES et al., 2005) que usava como estratégia uma enorme
reducdo no volume das reacdes, enquanto aumentava o namero de reagdes por
meio da utilizacdo de varias centenas de milhares de moldes em cada placa, de
forma que elas podiam ser analisadas em paralelo, um enorme avanco em relagcéo
ao método de Sanger, que permitia a andlise de no maximo 96 amostras por vez.
Hoje, ja na Quarta Geracdo das tecnologias de Sequenciamento, dentre toda a
gama de tecnologias disponiveis, € possivel o sequenciamento direto de uma
molécula inteira de DNA, em escala de tempo real por meio da tecnologia Nanopore
(FENG et al., 2015).

Dessa forma, com o imenso volume de dados, se tornava necessario o
desenvolvimento de algoritmos e sistemas computacionais capazes de comportar e
analisar tais resultados. Nesse aspecto, a bioinformatica apresenta papel
fundamental na obtencdo da sequéncia completa de DNA e na transformacéao da

informacéo genética em conhecimento aplicavel.

Mas tdo importante quanto a metodologia para obtencédo e analise do DNA é
a definicdo dos melhores genes e primers para o objetivo que se deseja alcancar.
Os marcadores moleculares sao as ferramentas mais adequadas para qualificar e
quantificar a variabilidade genética das populacdes naturais, assim como para
determinar as possiveis causas da distribuicdo desta variacdo. O DNA mitocondrial
representa apenas uma pequena fragcdo do genoma total de um individuo e, ainda
assim, tem sido o marcador mais popular e amplamente utilizado para avaliar a
diversidade molecular animal nas ultimas trinta décadas e, todo estudo molecular na
area de genética e sistematica molecular emprega seu uso em algum estagio
(GALTIER et al., 2009). As razfes para sua alta aceitabilidade e escolha devem se
ao fato de que, experimentalmente, o DNA mitocondrial € relativamente facil de
amplificar, pois apresenta multiplas copias na célula. Além disso, seu conteudo é
fortemente conservado entre os animais, com muito poucas duplicagfes, auséncia
de introns e, regides intergénicas muito curtas (GISSI et al,. 2008). Devido a sua alta
taxa de mutacéo, o DNA mitocondrial € altamente variavel em populacdes naturais,
0 que pode gerar algum sinal sobre a histéria populacional em curtos intervalos de
tempo e, em contrapartida, as regides variaveis sdo geralmente flanqueadas por

regides altamente conservadas, o que permite o desenho de primers e sua
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consequente amplificagdo (GALTIER et al., 2009). Outra caracteristica a ser
considerada € quanto a neutralidade do marcador. Marcadores mitocondriais tém
sido considerados, por muito tempo, marcadores evolutivos neutros, entretanto, um
namero cada vez maior de estudos tem sugerido que uma quantidade consideravel
de variacdo genética dentro do genoma mitocondrial é sensivel a selecdo natural e
exerce fortes efeitos sobre o fenotipo, o que levou a hipotese de “adaptagao
climatica mitocondrial”’, proposta em 2017 por Camus e colaboradores. Dados
obtidos por meio de um experimento de evolucdo experimental por Lajbner e
colaboradores (2018) para testar diretamente essa hip6tese demonstraram
evidéncia experimental de que a selecdo termal estaria moldando a evolugdo do
genoma mitocondrial e sugerem que a distribuicdo da variacdo mitocondrial em

populacdes naturais de metazoarios pode refletir adaptacdo ao ambiente climatico.

Nesse contexto, e dadas todas as caracteristicas acima apresentadas, o DNA
mitocondrial tem se mostrado um instrumento muito Gtil na reconstrucao de
filogenias e dos eventos da histéria demografica, devido a sua capacidade de
caracterizar a variabilidade inter e intraespecifica; poder identificar espécies e
populacdes; inferir relacdes filogenéticas (0 que pode esclarecer possiveis eventos
histéricos); e principalmente pela possibilidade de simular cenéarios geoldgicos,
padrées de fluxo génico histérico, isolamento histérico da diversidade genética,
eventos de expansdo demografica e contracdo populacional (AVISE et al., 1984).
Todos estes aspectos, que podem ser abordados utilizando este marcador, devem-
se ao fato de sua andlise ser realizada pela reconstrucado da linhagem materna, e
também pela taxa de evolugcao mais rapida que sequéncias nucleares, devido, entre
outros fatores, ao tempo de coalescéncia mais rapido (BIRKY et al., 1983; TAJIMA,
1989; AVISE; BALL, 1990; AVISE, 2000; HOFFMAN et al., 2009).

Aléem de todas as caracteristicas e aplicabilidades de marcadores
mitocondriais no geral, o uso dos genes mitocondriais que codificam para as
subunidades | e Il do gene Citocromo Oxidase (COIl e COIl, respectivamente)
apresentam algumas caracteristicas extras, que o0s tornam particularmente
adequados para aplicacbes em estudos evolutivos. Por se tratar de uma enzima
chave no metabolismo aerdbico celular, ambas as subunidades tém sido estudadas
guanto a caracteristicas bioquimicas e, seu tamanho e estruturas parecem ser

conservados ao longo dos organismos investigados (SARASTE, 1990; LIU;
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BECKENBACH, 1992; LUNT et al.,, 1996). A subunidade | é a maior das trés
subunidades que compdem o0 gene, seguida pela subunidade Il e € o mais
conservado em termos de evolugdo em nivel de aminoacidos (SIMON et al., 1994),
além de ser considerado um dos genes relevantes para identificacdo de animais,

chamado de cddigos de barras genético (HEBERT et al., 2003).

1.4. Drosophila: um organismo versatil

A familia Drosophilidae foi um dos primeiros modelos a serem utilizados em
estudos genéticos, servindo de base para o desenvolvimento do conhecimento nas
mais diversas areas. Moscas do género Drosophila, em especial Drosophila
melanogaster, tém sido empregadas nos mais diversos tipos de experimentos no
altimo século, devido a diversas caracteristicas que as tornam um excelente
organismo modelo, como o fato de serem facilmente manejadas em laboratorio,
apresentarem grande nimero de descendentes e um curto tempo de geracao. Além
disso, o genoma € compacto e de facil manipulacdo genética, o que resultou em D.
melanogaster sendo o segundo genoma multicelular sequenciado (ADAMS et al.,
2000) e, desde entdo, o numero de genomas disponiveis nos bancos de dados
aumentou para a casa das centenas de individuos, provenientes de diferentes
regibes geograficas na ultima década além do sequenciamento do genoma de
outras 11 espécies de Drosophila por meio do Drosophila 12 Genomes Consortium
et al., (2007) (HALES et al., 2015).

A familia Drosophilidae inclui atualmente cerca de 4000 espécies validas
(TIDON; ALMEIDA, 2016) distribuidas em mais de 70 géneros, dos quais 16 géneros
e 305 espécies estdo representados no Brasil (O'GRADY; DE SALLE, 2018) e
apesar dessa grande diversidade de espécies, poucos sdo os trabalhos disponiveis
gue usam esses organismos para estudos filogeograficos. Espécies cactofilicas do
grupo repleta foram avaliadas para o gene COIl em um amplo estudo de Franco e
Manfrin (2013), no qual os resultados obtidos sugerem uma congruéncia entre as
flutuacdes no tamanho populacional e as flutuacdes paleocliméticas ocorridas no
Quaternario. Outros trabalhos utilizando D. maculifrons (CENZI DE RE et al., 2014) e

D. ornatifrons (GUSTANI et al., 2015), duas espécies dos grupos guaramunu e
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guarani, respectivamente, também foram realizados, nos quais se verificou
expansdo populacional ap6s o Ultimo Maximo Glacial, o que corrobora o padréo
encontrado para outros grupos. Barrios-Leal e colaboradores (2018a, 2018b)
utilizando espécies do grupo repleta também estudaram a estrutura populacional e
histéria evolutiva, encontrando também a relacdo dos eventos climaticos ocorridos
durante o Pleistoceno e Plioceno na diversificacdo das mesmas, reforcando assim, a
importancia do uso de espécies neotropicais do género Drosophila como organismos
modelo para estudos filogeograficos (MANFRIN; SENE, 2006).

Um dos grupos do género Drosophila é o saltans, que esta inserido no
subgénero Sophophora, sendo um dos sete grupos que o compde, destacando-se
0S grupos melanogaster, obscura, willistoni e saltans (Figura 4-A). O grupo de
espécies de saltans e willistoni representa o clado neotropical do subgénero
Sophophora, sendo proximamente relacionadas entre si e mais distantes do restante
dos grupos de Sophophora (THROCKMORTON, 1975; O'GRADY; DESALLE, 2018;
O’'GRADY; KIDWELL, 2002). O grupo saltans (Figura 4-B) € composto por 21
espécies descritas até o0 momento divididas em cinco subgrupos: cordata, elliptica,
sturtevanti, parasaltans e saltans (MAGALHAES; BJORNBERG, 1957,
MAGALHAES, 1962) e, apresenta uma grande quantidade de incongruéncias em
sua filogenia, de acordo com a literatura. O primeiro trabalho publicado sobre a
filogenia do grupo for realizado por Throckmorton e Magalhdes (1962), que
executaram a primeira analise filogenética do grupo saltans por meio de
comparacdes anatdmicas internas e externas, colocando o subgrupo cordata como o
mais basal, seguido por elliptica, sturtevanti, parasaltans e saltans. Com base neste
estudo, Throckmorton (1975) prop6s que o grupo se originou na América do Norte,
devido a localizacdo atual do subgrupo mais primitivo e, a partir dai os subgrupos
sturtevanti, parasaltans e saltans teriam se diversificado na América do Sul antes da

formacéo do istmo do Panama.

O subgrupo sturtevanti abriga, segundo a literatura, cinco espécies: D.
sturtevanti, D. milleri, D. dacunhai, D. magalhaesi e D. rectangularis (MAGALHAES,
1962; MOURAO; BICUDO, 1967). Entretanto, a inser¢do de D. rectangularis nesse
subgrupo parece ser equivocada, pois pela analise de caracteres morfolégicos
(como por exemplo, indice Costal e edeago) esta espécie difere das demais

pertencentes a este subgrupo (comunicacdo pessoal, Lilian Madi-Ravazzi). Além
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disso, 0 grupo conta com uma nova espécie a ser descrita, proveniente da Guiana

Francesa e denominada D. sturt-like (MADI-RAVAZZI et al., em preparacao).

Figura 4A-B. A. Relacdo evolutiva proposta dentro do subgénero Sophophora,
adaptado de O’Grady e Kidwell (2002) e, em B. relacdo evolutiva dentro do grupo
saltans, como enfoque no subgrupo sturtevanti, baseada nos resultados obtidos por

Roman (2018) por meio de uma analise particionada por Inferéncia Bayesiana.

subgrupo sturtevanti

——D. sturtevanti

—— D. sturt-like

——D. dacunhai

——D. milleri

ﬂ subgrupo elliptica
Clado —<] subgrupo cordata

Neotropical grupo saltans

% <] subgrupo saltans
grupo willistoni
Sophophora
| subgrupo parasaltans
|
grupo fima D. willistoni
% grupo obscura B

Clado do grupo melanogaster

Velho Mundo

Drosophila A

Fonte: Elaborado pela autora.

Drosophila sturtevanti (Figura 5) pertence ao subgrupo sturtevanti e é a
espécie com distribuicdo geografica mais abrangente dentro do subgrupo sturtevanti
e mesmo dentro do grupo saltans (MAGALHAES, 1962; BICUDO, 1979). A espécie
esta incluida em quase toda a area de distribuicdo do grupo, do México ao sul do
Brasil e nas ilhas Caribenhas e, Hosaki-Kobayashi e Bicudo (1997), baseando-se no
estudo de inversdes cromossdmicas em populacdes naturais recentemente
coletadas e linhagens da espécie mantidas em laboratério, sugeriram que a
diferenciacdo de D. sturtevanti provavelmente se deu na regido amazodnica devido

ao alto polimorfismo de inversdes cromossOmicas encontrado na regido, que
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apresenta uma grande diversidade ecoldgica. Aléem disso, Carareto (1994) e Hosaki-
Kobayashi e Bicudo (1998) observaram incompatibilidades reprodutivas entre
diferentes linhagens de D. sturtevanti provenientes do Brasil e outros paises das
Ameéricas Central e do Sul, o que demonstra diferentes graus de isolamento e é
indicativo que essas populagdes podem apresentar mais de um status taxondmico e,
isto merece ser investigado. Em contraste a ampla distribuicdo de D. sturtevanti, as
outras espécies desse subgrupo mostram uma distribuicdo geogréafica restrita.
Magalhdes (1962) registrou a ocorréncia de D. milleri exclusivamente em El Yunque,
Porto Rico, e D. rectangularis em Orizaba e Tixtla, México. D. magalhaesi foi
registrada em Eldorado/RS, Brazil e D. dacunhai em Kingston e Ocho Rios na
Jamaica (MOURAO; BICUDO, 1967). Essas espécies sdo cripticas, sendo
distinguidas por pequenas diferencas morfoldgicas, principalmente na estrutura dos
edeagos (MAGALHAES; BJORNBERG, 1957; MAGALHAES, 1962; MOURAO;
BICUDO, 1967; SOUZA et al.; 2014).

As populagdes de D. sturtevanti (subgrupo sturtevanti, grupo saltans) tém sido
avaliadas de longa data em diversos estudos quanto ao isolamento reprodutivo
(DOBZHANSKY, 1944; BICUDO, 1979; HOSAKI-KOBAYASHI; BICUDO, 1994,
1997), polimorfismos de inversdes (BICUDO, 1973; KOBAYASHI; BICUDO, 1997),
valor adaptativo (CARARETO et al., 1999), morfologia (MAGALHAES;
BJORNBERG, 1957; MAGALHAES, 1962), esterases (NASCIMENTO; BICUDO,
2002, 2006; BERNARDO; BICUDO, 2009), elementos de transposi¢ao (CLARK et al.
1995; CLARK; KIDWELL, 1997, ALMEIDA; CARARETO, 2002; SILVA; KIDWELL,
2004; CASTRO; CARARETO, 2004a, 2004b; SETTA et al.,, 2007a, 2007b),
sequéncias moleculares de genes estruturais (O'GRADY et al., 1998, RODRIGUEZ-
TRELLES et al.,, 1999) e mais recentemente morfologia da terminalia masculina
(SOUZA et al., 2014), estruturacdo populacional por meio de locos de
microssatélites (TRAVA, 2018) e morfologia geométrica de asas e edeagos
(SEGALA, 2019). Os resultados obtidos por Trava (2018) mostraram alto
polimorfismo para os locos de microssatélites analisados, sendo o grau de
polimorfismo observado maior que o obtido para qualquer espécie do grupo saltans,
além de estrutura populacional moderada, embora n&o tenha sido verificada
correlacdo com as distancias geogréficas. Ja os dados de Segala (2019) indicaram a

existéncia de estruturacdo latitudinal tanto para o tamanho e a forma da asa como



41

para a forma do edeago e refletem a diferenciacdo genética em curso nas
populacdes de D. sturtevanti, sendo acentuada para as populacdes provenientes da
Ameérica Central e as do Sul do Brasil e, indicando a ocorréncia de diferenciacéo
populacional que poderia ser reflexo da existéncia de novas espécies deste

subgrupo.

A ampla distribuicdo geografica e alta abundancia em fragmentos florestais
dessa espécie faz com que ela seja um excelente organismo para estudos
filogeogréficos, o que nos motivou avaliar a sua estrutura populacional com
marcadores moleculares, e verificar se ha um modelo de distribuicdo biogeogréafica
para o bioma da Mata Atlantica. Além disso, a alta variabilidade genética verificada
nas populagdes avaliadas para a maioria dos marcadores considerados e o fato de
estudos entre popula¢cdes geograficas mostrarem um grau de isolamento reprodutivo
incipiente instigou a necessidade de se avaliar se isso também se reflete nos
marcadores de DNA mitocondrial, tornando esse o primeiro estudo a avaliar sob o
contexto filogeografico uma espécie pertencente ao grupo Sophophora na regido

Neotropical.

Figura 5. Imagem de uma fémea de D. sturtevanti.

1mm

Créditos da imagem: Gabriel Acciolly Tripode.
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Objetivos

Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo realizar uma andlise filogeografica da

e Drosophila sturtevanti, por meio de sequéncias parciais dos genes

mitocondriais COl e COIl em populagbes geograficas da espécie em fragmentos
florestais na regido neotropical. Neste estudo foi avaliada a existéncia de
estruturacdo genética nas populacdes, bem como a identificacdo se existe relacdo
entre a estruturacao genética e a distribuicdo geogréafica das populacfes. Além disto,
avaliamos a existéncia de eventos historicos que poderiam estar relacionados ao

padrao filogeogréafico observado.

Objetivos especificos

Obter as sequéncias de bases dos genes mitocondriais COl e COIl de D.
sturtevanti para caracterizacdo genética dos individuos das populacdes nas
diferentes localidades estudadas;

Determinar as variantes genéticas existentes nestas populacdes, por meio da
identificacdo e quantificacdo de sitios polimorficos, diversidade e diferencas
nucleotidicas e haplotipicas;

Determinar a distancia geografica e grau de estruturacdo populacional por
meio dos marcadores nas populacdes estudadas;

Verificar os eventos recorrentes, como fluxo génico e/ou histéricos tais como
vicariancia ou expansdo de area que contribuem para a estrutura genética
destas populacoes;

Estabelecer inferéncias filogeograficas para auxiliar na compreensao da
evolucéo da espécie;

Estimar o tempo de divergéncia das populacdes que se encontram
estruturadas e inferir possiveis eventos geograficos associados a esse

padréo;
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e Utilizar as informacdes obtidas para inferir um modelo de distribuicdo
biogeografica para a espécie na regido de dominio Mata Atlantica, bem como
utiliza-las junto a outras pesquisas para compreender a evolucado dos biomas
que permeiam a regido Neotropical e estabelecer estratégias para a

conservacgao destes biomas.

3. Materiais e Métodos

A metodologia utilizada para obtencéo e analise dos dados sera apresentada
no capitulo “Signature of climatic differentiation on mitochondrial DNA of Drosophila

sturtevanti”.

4. Resultados

Esta tese estd organizada em um capitulo, intitulado “Signature of climatic
differentiation on mitochondrial DNA of Drosophila sturtevanti”, apresentado na forma
de artigo cientifico e submetido & revista Journal of Biogeography, em co-autoria
com o Dr. Amir Yassin, pesquisador do Centre Nacional de la Recherche
Scientifique, no Muséum National d’Histoire Naturelle em Paris e, portanto, ja

formatado de acordo com as normas exigidas pela revista.
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Abstract

Aim The aim of this study is to analyze the genetic differentiation of Drosophila
sturtevanti, a Neotropical species belonging to the Drosophila saltans group which is
one of the most geographically wide species within the group, occurring on forest
areas of different biomes in order to highlight the diversification patterns and the role
of Pleistocene climatic changes on the Brazilian Atlantic Forest and South America
biodiversity.

Location Atlantic Forest and rainforest fragments from Central America to South

Brazil.
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Methods The nucleotide information obtained from a total of 1383bp, resulted from
the concatenated data of the cytochrome C oxidase subunits | and Il genes of 163
individuals from 21 populations of D. sturtevanti, was used to perform statistical
analyses to infer the phylogeographical history of the species and to estimate the
split of time between the populations, besides to correlate the molecular data with
climatic variables in order to perform Isolation By Ecology tests.

Results Our molecular results showed that D. sturtevanti populations were structured
in South America and that their mitochondrial haplotypes had a significant correlation
with geography and climatic variables, mainly temperature and humidity. Moreover,
the divergence events between the geographical groups were associated with
paleoclimate oscillations occurred since the late Pleistocene.

Main conclusions The results support a role of paleoclimatic events on genomic
diversity of present-day widespread Neotropical species, besides to suggest a
shared distribution pattern with other species, congruent with the existence of genetic

barriers and the correlation with the climatic variables analyzed.

Keywords: adaptation, mtDNA, Neotropics, paleoclimate, phylogeography, saltans

group

Introduction

The incredibly high biodiversity found on the Neotropics is, since the 19"
century, an important topic in evolution and it is still very controversial. Several
hypotheses have been proposed to explain it, however the problem remains
unsolved (Haffer, 1969; 1993; 1997; Haffer & Prance, 2002; Tuomisto, 2007;
Carnaval & Moritz, 2008; Rull, 2011; Carvalho & Almeida, 2016; Antonelli et al.,
2018). In this context, the Brazilian Atlantic Forest, located in the Neotropical region,
is one of the largest and most diverse rainforests in the world and its history and
diversification patterns are complex and reflect on the high diversity and endemism
levels generally found (Mittermeier et al., 2005; Myers et al., 2000, Stefenon et al.,
2019). Despite all the importance of the Atlantic Forest as one of the 25 terrestrial
hotspots of biodiversity in Earth, it is also one of the most threatened biomes, with the
habitat loss due to deforestation being the main threat to the Atlantic Forest species

(Myers et al., 2000). In this context, phylogeographic studies using endemic species
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could help us to understand rainforest species ecology and the historic and
contemporary patterns that shaped their current distribution and variability, besides to
provide us more information about the complex diversification patterns in South
America. However, phylogeographic studies are still scarce in southern hemisphere
countries, such as Brazil, which makes knowledge of biodiversity and conservation a
challenging task (Beheragaray, 2008; Ribeiro et al., 2009). One of the most used
molecular markers in phylogeographic approaches is the mitochondrial DNA (mtDNA)
due to the fact that it is usually maternally inherited and it was considered a neutral
marker for a long time, which allows us to trace its origin over space and time.
Nonetheless, growing evidence over the past decades has suggested that
mitochondrial genomes were sensitive to natural selection and thermal variation and
that the distribution of haplotypes might reflect adaptation to climatic environments
instead of just dispersion across populations over time (Lajbner et al., 2018).

For more than a century, Drosophila genus flies have been used as a model
organism and they enabled great advances in several fields in biology. In spite of all
the relevance and high number of studies using Drosophila so far, most of them
focus only on a few species and groups. This practice, as it is performed, prevents
researchers from building knowledge on the biodiversity and variability of natural
populations (Hales et al., 2015; O’Grady & De Salle, 2018).

In this study, we analyzed natural populations of Drosophila sturtevanti, a
species belonging to one of the two groups that represent the Neotropical clade of
Sophophora subgenus (Throckmorton, 1975; O’'Grady & DeSalle, 2018). D.
sturtevanti is the most widespread species in the sturtevanti subgroup and even in
the saltans group, occurring from Central America to South Brazil (Magalhaes, 1962;
Bicudo, 1979). It is widely distributed in many different environments and
geographical conditions, which makes it a suitable candidate and informative model
to study population dynamics and demographic history in South America. Thus we
aimed, for the first time, to investigate the population diversification and demographic
history in a Neotropical species of subgenus Sophophora, D. sturtevanti, using
haplotypes of Cytochrome Oxidase | and Il in order to infer ecological and climate
association with the observed distribution patterns and, this way, we expect to
contribute to elucidate the evolutionary history of the species and to understand the

diversification patterns in the Neotropical region.
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Material and methods

Sampling

In this study, we used 163 individuals from 21 localities distributed in South
America (Table 1). Seventeen collections were performed between 2015 and 2018
(FAPESP 2014/14059-0; 2016/11994-5), using suspended closed traps made from
plastic bottles with bananas and fresh yeast (Saccharomyces cerevisiae) baits. The
traps were left for 3 days on the collecting points and then transported to the
laboratory for identification. All flies were initially separated based on morphological
features. The females were placed into individual vials, and then the male offspring
and the wild-caught males were identified through aedeagus morphology and
preserved in absolute ethanol for subsequent analyses. Besides, we also used
isofemale strains from other four localities maintained in the laboratory on banana

medium and biological yeast (Saccharomyces cerevisiae).

Molecular Data and Statistical Analysis

Genomic DNA of adult males from Drosophila sturtevanti was extracted using
Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega, Madison, WI, USA). The isolation
and amplification of fragments of the first half of COI (696 bp) were performed via
polymerase chain reaction (PCR), using TY-J-1460 forward and C1-N-2190 reverse
(Simon et al., 1994) primers, while the amplification of fragments of COIl (687 bp)
was performed using TL2-J-3037 forward and TK-N-3785 reverse primers (Simon et
al., 1994). PCR reaction solution for both genes was performed in a 25 uL total
volume containing 6.4 ng of DNA, 0.01 pmol of each dNTP, 0.01 pmol of each primer,
5 uL of 5x buffer, 2,5Mm of MgCl,, and 1 U of Tag DNA polymerase (Promega). All
reactions were performed in a Verity Termocycler under the following conditions:
94°C for 2 minutes, followed by 40 cycles of 94°C for 30 seconds, (56°C for COI and
58°C for COIl) for 30 seconds, 72°C for 1 minute, then 72°C for 5 minutes. PCR
products were visualized after electrophoresis in 2% agarose gel stained with
ethidium bromide and purified using an lllustra GFX kit (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK) following manufacturer’s instructions. Amplicons sequencing was
performed using BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Perkin-
Elmer, Foster City, CA, USA) in an automatic sequencer ABI 3739 XL DNA Analyzer
(Applied Biosystems) with the same primers and conditions used for PCR
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amplification. The forward and reverse sequences were aligned using ClustalWw
Multiple Alignment 1.8 (Thompson et al., 1994) and edited in BioEdit v7.1.9 (Hall,
1999).

Population genetics analysis

Due to the fact that Cytochrome Oxidase | and Il are both mitochondrial
genes, thus sharing the same inheritance with no recombination and the results we
found are similar and concordant, all analyses were performed using the
concatenated sequences.

Standard indices of nucleotide diversity (1), haplotype diversity (Hd), number
of polymorphic sites (S) and number of haplotype (h) were computed using DNAsp
5.10 (Rozas et al., 2003; Librado & Rozas, 2009). We also performed neutrality tests
Tajima’s D (Tajima, 1989), Fu’s Fs (Fu, 1997) and R2 test (Ramos-Onsins & Rozas,
2002) based on sequences polymorphism in order to verify which factors could be
acting on the sequences evolution using DNAsp (Rozas et al., 2003; Librado &
Rozas, 2009). JModelTest 3.0 (Posada & Crandall, 1998; Darriba et al., 2012) was
used to determine the nucleotide substitution model using the Akaike (AIC) and
Bayesian information (BIC) criteria and these models were assumed in further
statistics analysis.

The haplotype network, was generated using Haplotype Viewer (Salzburger et

al., 2011) (available in http://www.cibiv.at/~greg/haploviewer) assuming as input a

Bayesian Inference tree in Newick format generated in BEAST v.1.8 (Drummond &
Rambaut, 2007; Drummond et al.,, 2012) using a HKY+l model, calculated by
JModelTest 3.0 and the sturtevanti-like strain from French Guiana was utilized as the
outgroup. We performed a run with 50 million generations, sampling every 2000
steps using a Birth-Death tree prior. We checked for stationary posterior distributions,
effective sample size (ESS) above 200, and convergence between runs by
examining parameter traces using Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018). Then, a
consensus tree was generated with TreeAnnotator 1.8 (Drummond & Rambaut,
2007; Drummond et al., 2012) and the Newick tree file was created using FigTree
v1.4.2 (Drummond & Rambaut, 2007; Drummond et al., 2012).


http://www.cibiv.at/~greg/haploviewer
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Reconstructing of the demographic history

We first estimated population structure using Bayesian inference with the
concatenated COI and COIl data by BAPS6 (Corander et al., 2008; Corander et al.,
2013). We performed the analysis using population structure model followed by
admixture analysis with K values ranging from 1 to 10, 200 interactions and 10
repetitions and then we selected the solution with the highest log likelihood. After
this, we performed an Analysis of Molecular Variance (AMOVA) using different
hierarchical groups, based on geographic, climatic and phylogenetic criteria, in
Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). IMa2 (Hey, 2010; Hey & Nielsen, 2007)
was used in order to infer the divergence time among the population groups inferred
by the clustering analyses, using an Isolation-with-Migration model framework. The
phylogenetic relationships between the population groups was inferred based on

DNAsp-estimated Fst pairwise distances.

Isolation by ecology analysis

DNAsp was used to estimate Fst between pairs of populations with 157
sampled individuals and a neighbor-joining (NJ) tree was inferred from the Fsr
pairwise distances (hereafter the genetic matrix). In order to evaluate the relative
effects of geographic and ecological differences on the levels of genetic
differentiation, we followed the isolation-by-ecology analysis (IBE) wherein the
correlation between Fst-based genetic matrix and matrices summarizing the
geographical and ecological distances is simultaneously estimated through the partial

equation:
rExG — rGxDrExD

J1—12GxD /1 — r2ExD

Wherein G, D and E refer to the genetic, geographical and environmental distance

rExG|D =

matrices respectively and r to the coefficient of correlation. While the simple equation
rexg directly measures the level of isolation-by-ecology, the use of the partial equation
controls for the eco-spatial autocorrelation by controlling for the geographical
distance D (Shafer & Wolf, 2013).

The geographical distance matrix D was obtained from DIVA-GIS, using the

linear distances from the decimal coordinates. For the ecological distance matrix E,
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we downloaded 13 climatic variables (see Appendix B in Supporting Information) for
the 17 geographical localities from the NASA POWER Project Data Sets, available at
https://power.larc.nasa.gov/ as in Bastide et al. (2014). We then used the PAST

software package (Hammer & Harper, 2006) to run a Principal Component Analysis
(PCA) and to convert the climatic variables into a distance matrix using Euclidean
method. Coefficient of correlation between G, D and E and significance of the IBE
coefficient were estimated using a customized perl script (see Appendix A in

Supporting Information) and after three matrix permutations.

Results

Low overall nucleotide diversity of mitochondrial DNA in D. sturtevanti

A total of 1383bp, resulted from the concatenated data of COIl (696pb) and
COll (687pb) genes, corresponding to positions 1483-2178 — COIl and 3083-3769 —
COIl of the Drosophila yakuba reference genome (accession number NC_001322)
were obtained for 163 sequences of D. sturtevanti. Overall, we observed 47
polymorphic sites, resulting in 48 haplotypes, distributed in three haplogroups (Fig.
1). The haplotype diversity was high (Hd = 0.864), while the nucleotide diversity was
low (11 = 0.00138).


https://power.larc.nasa.gov/

Table 1. Location, code and summary descriptive statistics for the sampled populations of D. sturtevanti using the COIl and COIl concatenated data.
Location Code N h S Hd m Fus FS Tajima’sD R2

Tirimbina-Costa Rica TIR 10 2 1 0.200 0.00014 -0.339 -1.11173 0,3000
Gamboa-Panama SPN 1 1
Nouragues-French Guyana FG 2 1 0 0
Belém-PA BEL 2 2 2 1.000 0.00145  ---
Floresta do Curid/Fortaleza-CE CUR 8 4 6 0.643 0.00108 -0.422 -1.63982 0.1816
Reserva Ecologica Guaribas/ GUA 10 5 3 0844 000106 -1.320  1.37817  0.2444
Mamanguape-PB

Pernambuco-PE PER 8 6 6 0.893 0.00150 -2.534 -0.48874 0.1221
APA do Pratigi/lgrapitina-BA PRA 10 5 6 0.756 0.00106 -1.320 -1.27616 0.1399
Parque Estadual da Fonte

Grande/Vitéria-ES VIT 8 5 5 0.857 0.00111 0.967 -0.92337 0.1512
Parque Estadual da Serra do

Mar/Picinguaba-SP PIC 10 5 4 0.667 0.00069 -2.377 -1.24468 0.1229
Parque Estadual da Cantareira/SP CANT 10 6 5 0.889 0.00122 -2.290 -0.17819 0.1517
ReservaEeologicado [BGEBrasiia- gpa 6 2 1 0333 000024 -0003  -093302 03727
Fazenda S&o Jodo/Nova Granada-SP NG 10 6 6 0.778 0.00087 -3.294 -1.79631 0.1106
Fazenda Cambuhy/Matao-SP MAT 10 6 9 0.778 0.00141 -1.892 -1.68719 0.1402
Dourados-MS DOU 7 4 4 0.714 0.00083 -1,217 -1.43414 0.1821
Reserva Betary/Iporanga-SP BET 10 3 3 0.622 0.00077 0,603 0.02107 0.1778
Pirai/Joinville-SC PI 10 7 6 0.911 0.00153 -3.099 -0.01912 0,1574
Ribeirdo da llha/Florianépolis-SC RI 10 4 5 0.644 0.00084 -0.575 -1.38818 0.1867
Aguai Santuario

Ecologico/Sideropolis-SC AG 10 7 6 0.867 0.00098 -4.644 -1.49289 0.0884
Eldorado do Sul/RS ELD 10 6 6 0.844 0.00137 -1.985 -0.45258 0.1430
Maquiné-RS SMQ 1
North Eco 59 18 22 0.774 0.00109 -13.686  -2.14521 0.0364
Central PCA 53 18 17 0.717 0.00093 -16.357  -2.02929 0.0374
South 51 19 20 0.820 0.00128 -14.504  -1.91256 0.0431
North 33 11 13 0.633 0.00084 -7.186 -2.05883 0.0592
Central Weast BAPS 33 13 14 0.672 0.00090 -10.132  -2.09443 0.0478
Central East 36 14 15 0.835 0.00119 -9.008 -1.77686* 0.0511
South 51 19 20 0.820 0.00128 -14.504 -1.91256 0.0431
Total 163 48 46 0.864 0.00136 -62.095 -2.32760 0.0193

Code, laboratory code; N, number of individuals; h, number haplotypes; S, number of variable sites; Hd, haplotype diversity; 11, nucleotide
diversity. To neutrality tests, bold values should be considered significant (p < 0.05).
* Tajima’s D Statistical significance: Not significant, 0.10 > p > 0.05.
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Mitochondrial haplotypes cluster within three major haplogroups

The 48 mitochondrial haplotypes clustered in three major haplogroups
depicted in different colors and denoted as A, B and C in Figure 1. Haplogroup A
(green) seems to represent the ancestral sequence. It is connected to the sturtevanti-
like strain (Figure 2) from French Guiana through 42 mutations, and separated from
each of the two other haplogroups by a single mutation, i.e. T1827C (COI) and
A3256G (COIl) from haplogroups B and C, respectively.

Figure 1. Haplotype network of concatenated data to D. sturtevanti populations. Each line of the
network represents a single mutation step. Haplotypes are represented by circles with sizes which are
proportional to the number of individuals. Hypothetical haplotypes are represented by small blue
circles and the outgroup is represented by the white circle on the left represented by stv-like sample.
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Figure 2. Bl tree of Drosophila sturtevanti based on concatenated dataset (COIl and COIl sequences).
D, sturt-like strain from French Guyana was utilized as the outgroup. The colors (green, blue and red)
are the same showed in Figure 1 and represent haplogroups A, B and C, respectively.

The three haplogroups show a significant geographical structure

Frequencies of the three haplogroups differed among populations in a strict
geographical pattern. Northern populations had predominantly haplogroup A,
whereas Central and Southern populations had high frequencies of haplogroups B
and C, respectively (Figure 3).

The degree of genetic variation also differed within each of the 17 populations
(Table 1). Neutrality tests (Table 1) provided significant positive results concordant
with the overall low nucleotide diversity, which could either be due to a selective

pressures on or recent demographic expansions of these populations. The optimal
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genetic structure according to BAPS analysis was considering populations grouped
into four groups (K = 4).

The first analysis with all 163 sequences, showed a clear division among the
coastal and the inland populations, whereas further analyses, using each one of the
clusters generated by the first inspection, showed a division among the North and
South coastal groups, formed respectively by the haplogroups A and C, while the
inland populations were also divided into 2 groups, a heterogeneous one, formed by
the Haplogroups A and B, and a more homogenous one, formed mostly by
haplogroup B (Figure 6A).

AMOVA results (Table 2) showed similar values to scenarios with three and
four groups, based on BAPS clustering, so here we are going to present the results
using K=4, as generated by BAPS because it seems to be more realistic scenario to
explain D. sturtevanti diversification. Fctr and Fst values indicate high level of genetic
differentiation (0.26528 and 0.32415, respectively) among groups and within
populations and moderate differentiation among populations within groups (Fsc =
0.08012) thus, the AMOVA results are congruent with the haplotype network and
reinforce BAPS structure. Isolation-by-geography (IBD), as measured by the simple
rexo between both geographical and Fst-inferred genetic distances (Matrix 2, see
Appendix B in Supporting Information) produced significant results (r = 0.29869, P =
0.047).

Table 2. Molecular Variance Analysis (AMOVA) for the Cytochrome Oxidase | (COI) and Il (COIlIl)
concatenated genes of Drosophila sturtevanti. ®st = covariance within localities; ®sc = covariance
among localities within groups; ®dct = covariance among groups.

Variance Percentage of

Source of variation . @ Statistics
components variation
OCT =0.26528
Among groups 0.26933 26.53 D <0.05
Arno.ng populations 0.05976 589 dSC =0.8012
within groups p <0.05
Within populations 0.68618 67.59 ®ST =0.32415

p <0.05
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Figure 3. Geographical distribution of the haplogroup frequencies to the sampled localities of D.
sturtevanti. The codes correspond to the localities specified in Table 1. The red dots without
frequencies represent SPN, FG, BEL and SMQ, with insufficient number of individuals (<5). The
frequencies colors (green, blue and red) are the same showed in Figure 1 and represent haplogroups
A, B and C, respectively.
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Genetic differentiation strongly correlates with climatic variables

Principal components analysis (PCA) of the 13 climatic variables of the 17
geographical localities indicated a strong differentiation of these localities (Figure 4).
The two first components (PC1 and PC2) explained 45.5 and 20.8% of the total
variance. PC1 strongly and positively correlated with relative humidity, whereas PC2
correlated positively with temperature variables and negatively with relative humidity.
Interestingly, the frequency of the three haplogroups followed this climatic
differentiation (Figure 4). Haplogroup A dominated in Northern equatorial populations
characterized by high humidity and temperature. Haplogroup B dominated mostly in
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inland, western Central populations characterized by low humidity but moderately
high temperature. Haplogroup C dominated in Southern temperate populations
characterized by high humidity and low temperature. This also corroborates Isolation-
by-ecology (IBE) r = 0.28352 P = 0.0222 and eco-spatial correlation (r = 0.33457 P=
0.008), with significant results.

Figure 4. Principal Component Analysis (PCA) of the 13 climatic variables of the 17 geographical
localities of D. sturtevanti. The codes correspond to the localities specified in Table 1. SPN, FG, BEL
and SMQ, were not included in the analysis due to insufficient number of individuals (<5). The
frequencies colors (green, blue and red) are the same showed in Figure 1 and represent haplogroups
A, B and C, respectively.
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Phylogeographic history of D. sturtevanti mitochondrial DNA

A tree inferred from the degree of genetic differentiation (Matrix 2, see
Appendix B in Supporting Information) supports that a closer affinity between
Northern and Central populations, predominated by the haplogroups A and B,
respectively, than to the Southern population (except for ELD) (Figure 2 and 5).
Together with the haplogroup network shown in Figure 1, this pattern suggests that
Southern populations have diverged first, followed by a gradual and more recent split

between Northern and Central populations, with inland, Western Central populations
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appearing as the most distant from the presumably ancestral stem of the North
(Figure 5).

Figure 5. Neighbor Joining tree inferred from the Fst pairwise distances between 17 geographical
localities of D. sturtevanti. The codes correspond to the localities specified in Table 1. SPN, FG, BEL
and SMQ, were not included in the analysis due to the insufficient number of individuals (<5). The
frequencies colors (green, blue and red) are the same showed in Figure 1 and represent haplogroups
A, B and C, respectively.

—
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In order to test the possible times of such events we split the 17 populations
into four populations groups: South, North, Central East and Central West (Figure 6,
left), and conducted an isolation-with-migration analysis using IMa2. Assuming a
mitochondrial DNA mutation rate of 6.2 x 10° (Haag-Liautard et al., 2008) and 10
generations per year, the results (Figure 6, right) suggest that the split of the
Southern populations took place around 16,500 year ago (ya). This was followed by a
split between Northern and Central populations around 8,300 ya. The inland Western
Central populations seem to diverge from the Eastern Atlantic populations nearly
4,000 ya.
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Figure 6. Geographical distribution of the haplogroup frequencies to the sampled localities of D. sturtevanti splited into four population groups: South (SO),
North (NO), Central East (CE) and Central West (CW). The codes correspond to the localities specified in Table 1. The red dots without frequencies represent
SPN, FG, BEL and SMQ, with insufficient number of individuals (<5). On the right, the divergence time plot generated by IMa2. A. Clusters generated by
BAPS, each color corresponds to the same groups used to IMa2.
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Discussion

Our work suggests three main results in D. sturtevanti: 1) there is a high
mitochondrial haplotype diversity which contrasts with a very low mitochondrial
nucleotide diversity, 2) the mitochondrial variation is geographically structured and
correlates with ecological variables, and 3) eco-geographical differentiation of mtDNA
took place first in the Pleistocene (for Southern subtropical populations) and then
during the Holocene for Northern and Central tropical populations). Below we will
discuss the bearing of each of these points on Neotropical phylogeography.

The diversity values found in D. sturtevanti populations (Hd = 0.864) are
higher than the average values found to other Neotropical Drosophila species
occurring in Atlantic Forest fragments (Hd = 0.206) and also to cactophilic species
occurring in the seasonally dry tropical forests in South America (Hd = 0.554)
(Manfrin & Sene, 2006; Franco & Manfrin, 2013; Cenzi de Ré et al., 2014; Gustani et
al., 2015; Barrios-Leal et al., 2018a, b). Also, the nucleotide diversity found to D.
sturtevanti is very low, which associated with the star-like shape of the haplotype
network (Figure 1) and the neutrality tests give support to the population expansion
hypothesis.

Among the different causes of mtDNA variation, an important one to be
considered is the Wolbachia infection. Wolbachia is an intracellular symbiont co-
inherited with mitochondria and it is responsible for most of the infections in
invertebrates. Its presence can lead to sex ratio distortions and under some
conditions, it can increase host’s fithess, so it could also be affecting the diversity
indices in D. sturtevanti. The haplotype diversity can be considered high when
compared with other species collected in forest fragments or moderate to low when
compared with cactophilic species. We already know that D. sturtevanti populations
are naturally infected with Wolbachia (Miller & Riegler, 2006), however, we still have
to investigate the association between the mitochondrial and Wolbachia haplotypes,
to understand if it is interfering in the observed variation. Mller et al., (2012) results
showed no evidence that Wolbachia infections could be decreasing the diversity of
mtDNA in D. willistoni natural populations, even with 55% of infection rate, so we are
not going to consider this factor for now.

Regarding the geographic distribution of the haplogroups and time estimates,
it is important to emphasize the distribution similarities between our results and those

found to morphological data to Drosophila sturtevanti using 14 populations here
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analyzed. The data to aedeagi variation found for Segala (2019) presented a
population structure similar to the one we found based on mtDNA data. However,
besides the literature assumption that the male terminalia exhibits rapid and
divergent evolution, aedeagus analysis was not able to differentiate the Central
groups (CE and CW) which present the most recent diversification. Furthermore,
aedeagi analysis also evidenced a southernmost cluster which comprises ELD
population, and it presented a high percentage of the blue haplogroup in our findings.
This population is located in a transition area between the Atlantic Forest and the
Pampa grasslands which could withstand a greater variation than more
homogeneous environments. Also, Trava (2018) results using the same populations
of D. sturtevanti evidenced moderate population structure to microsatellite data in
spite of no correlation with geographic distances.

Moreover, the geographic distribution of D. sturtevanti is quite similar to the
one evidenced to D. meridionalis for Barrios-Leal et al., (2018a), where they also had
an inland and two coastal groups, in spite of the coastal groups to D. meridionalis
seemed to have a more complex dynamic affected by recurrent expansions and
contractions with isolation and admixture of populations, D. sturtevanti groups seem
to be more isolated, evidenced by the low rates of shared haplotypes.

Concerning to the divergence times, the first split observed in the South region
is in agreement with isotope analysis and **C dating of the buried charcoal fragments
and humin fraction of soil organic matter (Saia et al., 2018). According to their
findings, the area near to BET (the first geographical population in the South group)
has been dominated by forest at least from ~20,000 years ago (ya) and this suggests
a change toward more humid and wet conditions which could have favored the
expansion and split to D. sturtevanti populations to a more suitable environment,
following the forest expansion after the Last Glacial Maximum (LGM). It is also
interesting to reinforce the location of all the populations belonging to the South
group down the tropic of Capricorn, which associated with the physical geography
are the main static elements influencing the climate and vegetation and, here,
apparently, the haplotype distribution (Sevegnani et al., 2016), moreover, the
occurrence of a previously suggested genetic barrier between the Sao Paulo and
Parand states, near the Paranapanema River, could suggest vicariance (Grazziotin et
al., 2006). The second split event, between the North and Central populations is

estimated around 8,300 ya, in concordance with an increase in diversity based in
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palynological evidence in the Parque Estadual do Rio Doce, Minas Gerais, (240km
from VIT). Then, the more recent divergence event occurred around 4,000 ya, which
could be influenced by the establishment of the modern seasonal climate around
4,000 ya and the return of the small gallery forest and arboreal Cerrado (Brazilian
savannas) to central Brazil ~3,500 ya, with a warm semi-humid climate, similar to the
present one (Ferraz-Vicentini & Salgado-Laboriau; 1996; Buso et al., 2013). The
paleoclimatic evidence highlights how the diversification and expansion of D.
sturtevanti populations took place in different environments over time and can also
explain, at least in part, the current distribution of the haplogroups related to the

climate and ecological variation.
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5. Discussao

Nosso trabalho sugere trés resultados principais para D. sturtevanti. 1) existe
uma alta diversidade haplotipica mitocondrial 0 que contrasta com uma diversidade
nucleotidica muito baixa, 2) a variagdo mitocondrial estd geograficamente
estruturada e correlaciona com variaveis climaticas, e 3) a diferenciagdo eco-
geografica do DNA mitocondrial ocorreu primeiro no Pleistoceno (para as populacdes
subtropicais do Sul) e depois durante o Holoceno (para as populacdes tropicais do
Norte e Centrais). Abaixo, discutiremos a relevancia de cada um desses pontos para
a filogeografia neotropical.

Os valores de diversidade encontrados para as populacdes de D. sturtevanti
(Hd = 0,864) séo superiores aos valores médios encontrados para outras espécies
neotropicais de Drosophila ocorrendo em fragmentos de Mata Atlantica (Hd = 0,206)
e também para espécies cactofilicas com ocorréncia em florestas tropicais
sazonalmente secas (SDTF) na América do Sul (Hd = 0,554) (MANFRIN; SENE,
2006; FRANCO; MANFRIN, 2013; CENZI DE RE et al., 2014; GUSTANI et al., 2015;
BARRIOS-LEAL et al., 2018a, b). Além disso, a diversidade nucleotidica encontrada
em D. sturtevanti € muito baixa e, este resultado associado a forma de estrela da
rede de haplotipos (Figura 1) e aos testes de neutralidade ddo suporte a hipotese de
expansao populacional.

Ha diferentes causas para a ocorréncia de variacdo do mtDNA, uma destas e
com importancia significante é a infeccao por Wolbachia. Esse microrganismo é um
simbionte intracelular co-herdado com as mitocéndrias e é responsavel pela maioria
das infeccBes que ocorrem em invertebrados. Sua presenca pode levar a distorcbes
da proporcdo sexual e, sob algumas condi¢cbes, pode aumentar a aptiddo do
hospedeiro e, portanto, poderia também afetar os indices de diversidade em D.
sturtevanti. A diversidade de haplétipos em D. sturtevanti pode ser considerada alta
guando comparada com outras espécies coletadas em fragmentos florestais ou
moderadas a baixas quando comparadas com espécies cactofilicas. Ja sabemos
que as populacdes de D. sturtevanti sdo naturalmente infectadas com Wolbachia
(MILLER; RIEGLER, 2006), no entanto, ainda temos que investigar a associacao
entre os haplétipos mitocondriais e a presenca de Wolbachia, para entender se a

mesma esta interferindo na variacdo observada. Os resultados de Miller e
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colaboradores (2012) ndo mostraram evidéncias de que as infec¢cdes por Wolbachia
pudessem estar diminuindo a diversidade de mtDNA em populagcfes naturais de D.
willistoni, mesmo com 55% da taxa de infeccdo, entretanto, é algo que merece ser
investigado no futuro em D. sturtevanti.

Com relacdo a distribuicdo geogréfica dos haplogrupos e estimativas de
tempo, é importante enfatizar as semelhancas de distribuicdo entre nossos
resultados e aqueles encontrados para dados morfolégicos em D. sturtevanti
utilizando 14 das populacdes aqui analisadas. Os dados para a variacdo de edeagos
encontrados por Segala (2019) apresentaram uma estrutura populacional
semelhante a que encontramos com base nos dados de mtDNA. No entanto, além
da premissa da literatura de que a terminalia masculina apresenta evolugéo rapida e
divergente, a analise de edeagos nao foi capaz de diferenciar os grupos centrais (CE
e CW) que apresentaram diversificacdo mais recente. Além disso, a andlise de
edeagos também evidenciou um cluster mais ao sul que compreende a populacao
de ELD, e apresentou uma alta porcentagem do haplogrupo B (em azul) em nossos
achados. Essa populacédo esta localizada em uma area de transicdo entre a Mata
Atlantica e o Pampa, que poderia suportar uma variagdo maior do que ambientes
mais homogéneos. Além disso, os resultados de Trava (2018) usando as mesmas
populacdes de D. sturtevanti evidenciaram uma estrutura populacional moderada por
meio de microssatélites espécie-especificos, embora essas analises ndo tenham
evidenciado correlacdo com as distancias geograficas.

Além disso, a distribuicdo geografica de D. sturtevanti é semelhante a
evidenciada para D. meridionalis por Barrios-Leal e colaboradores (2018a), onde
também se observou um grupo no interior e dois grupos costeiros, apesar dos
grupos costeiros de D. meridionalis parecerem apresentar uma dinamica mais
complexa afetada por expansdes recorrentes e contracdes com isolamento e mistura
de populagdes, os grupos de D. sturtevanti parecem ser mais isolados, evidenciados
pelas baixas taxas de haplétipos compartilhados.

Com relacdo aos tempos de divergéncia, a primeira divisdo observada na
regido Sul esta de acordo com a andlise de isétopos e datacdo de **C de fragmentos
de carvao enterrados e da fracdo humica da matéria organica do solo (SAIA et al.,
2018). De acordo com esses achados, a area perto de BET (a primeira populacéo
geografica no grupo do Sul) tem sido dominada pela floresta, pelo menos a partir de

aproximadamente 20.000 anos atras, e iSso sugere uma mudanca em direcdo a
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condi¢gbes de maior umidade e precipitacdo que podem ter favorecido a expanséo e
divisdo das populacdes de D. sturtevanti para um ambiente mais adequado,
seguindo a expanséo da floresta apds o Ultimo Maximo Glacial (UMG). Também é
interessante reforcar a localizacéo de todas as populacdes pertencentes ao grupo do
Sul abaixo do tropico de Capricérnio, que associado a geografia fisica sdo os
principais elementos estéticos influenciando o clima e a vegetacdo e, aqui,
aparentemente, a distribuicdo haplotipica (SEVEGNANI et al., 2016), além disso, a
ocorréncia de uma barreira genética previamente sugerida entre os estados de Séo
Paulo e Parana, préximo ao rio Paranapanema, poderia sugerir vicariancia
(GRAZZIOTIN et al., 2006).

O segundo evento de divisdo, entre as populacdes Norte e Central, esta
estimado ha cerca de 8.300 anos, em concordancia com o aumento da diversidade
baseada em evidéncia palinolégica (estudo de grdos de pdlen) no Parque Estadual
do Rio Doce, em Minas Gerais (240 km de VIT). Entéo, o evento de divergéncia mais
recente ocorreu ha cerca de 4.000 anos, o que poderia ser influenciado pelo
estabelecimento do clima sazonal moderno em torno de 4.000 anos e o retorno da
pequena floresta de galeria e do Cerrado arbdéreo a regido central do Brasil ~ 3.500
anos, com um clima quente e semi-Uumido, semelhante ao atual (FERRAZ-
VICENTINI; SALGADO-LABORIAU; 1996; BUSO et al, 2013). A evidéncia
paleoclimatica destaca como a diversificagdo e expansdo das populacdes de D.
sturtevanti ocorreram em diferentes ambientes ao longo do tempo e também pode
explicar, pelo menos em parte, a distribuicdo atual dos haplogrupos relacionados ao

clima e a variacéo ecoldgica.
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6. Conclusodes

Este € o primeiro trabalho a avaliar a filogeografia e historia evolutiva de uma
espécie pertencente ao subgénero Sophophora na regido Neotropical e o0s
resultados obtidos demonstraram que a espécie apresenta estruturacdo
populacional e que a datacao dos eventos de divergéncia e expansao populacional
observados corroborou com dados paleoclimaticos disponiveis na literatura. Além
disso, parece haver uma associacao entre a distribuicdo geografica dos haploétipos
observados para D. sturtevanti e as variaveis climaticas testadas que merece ser

melhor investigada.
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Apéndice A — Customized perl scripts used to IBE analysis

#!/usr/bin/perl -w
#Partial Mantel test (isolation-by-ecology)
#use strict;

my $Outputfile = "IBEchr.txt";
open O, ">>$Outpultfile”;

my $chromosome='3R’;

my $environment="UV index’;

print "chr\tenvironment\trGD\trED\trGE\tIBE\tp\n";
#print O "chr\tenvironment\trGDUED\rGEMIBE\tp\n";
print "$chromosome\t$environment\t";

print O "$chromosome\t$environmentit";

my $chr = "MeanFst3R.txt";
open(CHR, $chr);

my $geo = "geodist.txt";
open(GEO, $geo);

my $eco = "UVdist.txt";
open(ECO, $eco);

#Read the genetic matrix
my $c=0;

my @C = ();

while (<CHR>){

chomp;

my @c = split '\t',$_;

$c = scalar(@c);

push @C, [@c];

}@C:();

#Transform the genetic matrix into a vector
my $i=0;

my $j=0;

my @chrdist=();

for ($i = 1; $i < $c; Pi++){
for ($j = 1; $j < $c; $j++)
if (Bi < $j){

push @chrdist, $C[$i][$]];
}

}

}

#Read the geographical distance matrix
my $9=0;

my @G = ();

while (<GEO>){

chomp;

my @g = split \t',$_;

$g = scalar(@g);

push @G, [@g];
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}@9=();

#Transform the geographical matrix into a vector
my @geodist=();

for ($i = 1; $i < $g; $i++){

for ($j = 1; $j < $g; $j++){

if ($i < $j){

push @geodist, $G[$i][$];

}

}

}

#Read the ecological distance matrix
my $e=0;

my @E = ();

while (RECO>){

chomp;

my @e = split \t',$_;

$e = scalar(@e);

push @QE, [@e];

}@e=():

#Transform the geographical matrix into a vector
my @ecodist=();

for ($i = 1; $i < $e; $i++){

for ($j = 1; $j < $e; $j++){

if ($i < $j){

push @ecodist, $E[$i][$]];

}

}

}

#Size

my $NX = scalar(@chrdist);
my $NY = scalar(@geodist);
my $NZ = scalar(@ecodist);
my $N = (NX + $NY + $NZ)/3;

#Mean

my $SumX = 0;

foreach (@chrdist){

$SUMX +=$_;

}

my $MeanX = ($SumX/$NX);
my $SumY = 0;

foreach (@geodist){

$Sumy +=$_;

}

my $MeanY = ($SumY/$NY);
my $SumZ = 0;

foreach (@ecodist){

$SUmZ +=$_;

}



my $MeanZ = ($SumzZ/$NZ);

#Covariance

my @CovarianceXY;

for ($i = 0; $i < $N; $i++) {

push @CovarianceXY, ($chrdist[$i] - $MeanX) * ($geodist[$i] - $MeanY);
}

my $SumcovXY = 0;

foreach (@CovarianceXY){

$SumcovXY +=$_;

}

my @CovarianceYZ;

for ($i = 0; $i < $N; $i++) {

push @CovarianceYZ, ($geodist[$i] - $MeanY) * ($ecodist[$i] - $MeanZ);
}

my $SumcovYZ = 0;

foreach (@CovarianceYZ){

$SumcovYZ +=$ _;

}

my @CovarianceXZ;

for ($i = 0; $i < $N; $i++) {

push @CovarianceXZ, ($chrdist[$i] - $MeanX) * ($ecodist[$i] - $MeanZz);
}

my $SumcovXZ = 0;

foreach (@CovarianceXZ){

$SumcovXZ +=$ ;

}

#Variance

my @Dev2X;

foreach (@chrdist){

push @Dev2X, ($_ - $MeanX) ** 2;
}

my $Sumdev2X = 0;

foreach (@Dev2X){

$Sumdev2X +=$ ;

}

my $VarianceX = ($Sumdev2X/($NX-1));
my @Dev2Y;

foreach (@geodist){

push @Dev2Y, ($_ - $MeanY) ** 2;
}

my $Sumdev2Y = 0;

foreach (@Dev2Y){

$Sumdev2Y +=$ _;

}

my $VarianceY = ($Sumdev2Y/($NY-1));
my @Dev2Z;

foreach (@ecodist){

push @Dev2Z, ($_ - $Meanz) ** 2;
}

my $Sumdev2Z = 0;

foreach (@Dev2Z){

$Sumdev2Z +=$_;

}
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my $VarianceZ = ($Sumdev2Z/($NZ-1));

#Standard deviation

my $StdevX = $VarianceX ** 0.5;
my $StdevY = $VarianceY ** 0.5;
my $StdevZ = $VarianceZ ** 0.5;

#Correlation

my $rGD = 0;

$rGD = $SumcovXY / (($N - 1)*$StdevX*$StdevY);
print "$rGD\t";

print O "$rGD\t";

my $rED = 0;

$rED = $SumcovYZ / (($N - 1)*$StdevY*$StdevZ);
print "$rED\t";

print O "$rED\t";

my $rGE = 0;

$rGE = $SumcovXZ / (($N - 1)*$StdevX*$StdevZz);
print "$rGEWt";

print O "$rGE\t";

my $IBE = 0;

$IBE = ($rGE-($rGD*$rED)) / ((1-($rGD ** 2)) ** 0.5) * ((1-($rED ** 2)) ** 0.5));
print "$IBE\t";

print O "$IBE\t";

#Transform @chrdist to a symmetrical matrix
my $k=-1;

my @row;

my @chrmatrix;

my @pop =
('CO''ED','GA''GU''KR''NG','RG','TZ','UG",'ZI''ZS','EA'EB','EF','EM','ER','EZ','KN','SB','SD",'
SE','SF','SP','UK','UM','ZK");

for ($i = 0; $i < @pop; $i++){

for ($j = 0; $j < @pop; $j++)

if ($i < $j){

$k++;

push @row, $chrdist[$K];

}

elsif ($i > $j){

push @row, $chrmatrix[$j][$i];
}

else{

push @row, O;

}

}

push @chrmatrix, [@row];
@row=();

}

my @original = (0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25);
my $permt = 10000;

my $count = 0O;

my $rGpD = 0;

my $rGpE = 0;

my $IBEp = 0;



for (1..$permt){

#Matrix permutation

use List::Util qw( shuffle );

my @permutated = shuffle @original;
my @mpr=();

my @matrixp=();

for ($i = 0; $i < @pop; $i++){

for ($j = 0; $j < @pop; $j++}

push @mpr, $chrmatrix[$permutated[$i]][$permutated[$j]];
}

push @matrixp, [@mpr];

}@mpr=();

#Transform the permutated matrix into a vector
my @chrdistp=();

for ($i = 0; $i < @pop; $i++){

for ($j = 0; $j < @pop; $j++)}{

if ($i < $j){

push @chrdistp, $matrixp[$i][$j];

}

}

}

#Size
my $NXp = scalar(@chrdistp);

#Mean

my $SumXp = 0;
foreach (@chrdistp){
$SuMmXp +=$_;

}
my $MeanXp = ($SumXp/$NXp);

#Covariance

my @CovarianceXpy;

for ($i = 0; $i < SNXp; Pi++) {

push @CovarianceXpY, ($chrdistp[$i] - $MeanXp) * ($geodist[$i] - $MeanY);
}

my $SumcovXpY = 0;

foreach (@CovarianceXpY){

$SumcovXpY +=$ _;

}

my @CovarianceXpZ;

for ($i = 0; $i < $NXp; $i++) {

push @CovarianceXpZ, ($chrdistp[$i] - $MeanXp) * ($ecodist[$i] - $MeanZz);
}

my $SumcovXpZ = 0;

foreach (@CovarianceXpZ){

$SumcovXpZ +=$_;

}

#Variance
my @Dev2Xp;
foreach (@chrdistp){
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push @Dev2Xp, ($_ - $MeanXp) ** 2;
}

my $Sumdev2Xp = 0;

foreach (@Dev2Xp){

$Sumdev2Xp +=$_;

}
my $VarianceXp = ($Sumdev2Xp/($NXp-1));

#Standard deviation
my $StdevXp = $VarianceXp ** 0.5;

#Correlation

$rGpD = $SumcovXpY / (($NXp - 1)*$StdevXp*$StdevY);
$rGpE = $SumcovXpZ / (($NXp - 1)*$StdevXp*$StdevZ);
$IBEp = ($rGpE-($rGpD*$rED)) / (((1-($rGpD ** 2)) ** 0.5) * ((1-($rED ** 2)) ** 0.5));
if ($IBEp >= $IBE){

$count++;

}

}

my $p = $count/$permt;

print "$p\n";

print O "$p\n";

exit;

#!/usr/bin/perl -w
#Mantel test (isolation-by-distance)
#use strict;
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my $Outputfile = "IBDchreco.txt";
open O, ">>$O0utputfile”;

my $chromosome="3L";
print "chritr\tp\n";

#print O "chr\tr\tp\n";
print "$chromosome\t";
print O "$chromosome\t";

#Read the genetic matrix
my $chr = "gendist1.txt";
open(CHR, $chr);

my $c=0;

my @C = ();

while (<CHR>){

chomp;

my @c = split \t',$_;

$c = scalar(@c);

push @C, [@c];

}@C=():

#Transform the genetic matrix into a vector
my @chrdist=();

for ($i = 1; $i < $c; Si++){
for ($j = 1; $j < $c; $j++){
if ($i < $j){

push @chrdist, $C[$i][$j];
}

}

}
#print @chrdist, "\n";

#Read the geographical distance matrix
my $geo = "geodistl.txt";

open(GEO, $geo);

my $9=0;

my @G = ();

while (<GEO>){

chomp;

my @g = split \t',$_;

$g = scalar(@g);

push @G, [@g];

}@g=();

#Transform the geographical matrix into a vector
my $i=0;

my $j=0;

my @geodist=();

for ($i = 1; $i < $g; $i++){

for ($j = 1; $j < $g; $j++){

if ($i < $j){

push @geodist, $G[$i][$j];

}



}

}

#print @geodist, "\n";
#print M "@geodist\n";

#Size

my $NX = scalar(@chrdist);
#print "NX = $NX\n";

my $NY = scalar(@geodist);
#print "NY = $NY\n";

my $N = ($NX + $NY)/2;

#Mean

my $SumxX = 0;

foreach (@chrdist){

$SUMX +=$_;

}

#print "SumX = $SumX\n";
my $MeanX = ($SUMX/SNX);
#print "MeanX = $MeanX\n";
my $SumY = 0;

foreach (@geodist){

$Sumy +=$_;

}

#print "SumY = $SumY\n";
my $MeanY = ($SumY/$NY);
#print "MeanY = $Mean¥Y\n";

#Covariance

my @Covariance;

for ($i = 0; $i < $N; $i++) {

push @Covariance, ($chrdist[$i] - $MeanX) * ($geodist[$i] - $MeanY);
}

#print "Covariance = @Covariance\n";

my $Sumcov = 0;

foreach (@Covariance){

$Sumcov +=$_;

}

#print "Sumcov = $Sumcov\n";

#Variance

my @Dev2X;

foreach (@chrdist){

push @Dev2X, ($_ - $MeanX) ** 2;
}

my $Sumdev2X = 0;

foreach (@Dev2X){

$Sumdev2X +=$_;

}

my $VarianceX = ($Sumdev2X/($NX-1));
#print "VarianceX = $VarianceX\n";
my @Dev2Y;

foreach (@geodist){

push @Dev2Y, ($_- $MeanY) ** 2;
}
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my $Sumdev2Y = 0;

foreach (@Dev2Y){

$Sumdev2Y +=$_;

}

my $VarianceY = ($Sumdev2Y/($NY-1));
#print "VarianceY = $VarianceY\n";

#Standard deviation

my $StdevX = $VarianceX ** 0.5;

#print "Standard deviation X = $StdevX\n";
my $StdevY = $VarianceY ** 0.5;

#print "Standard deviation Y = $StdevY\n";

#Correlation

my $r = 0;

$r = $Sumcov / (($N - 1)*$StdevX*$StdevY);
print "$r\t";

print O "$r\t";

#Transform @chrdist to a symmetrical matrix
my $k=-1;

my @row;

my @chrmatrix;

my @pop =
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(TIR,'CUR',/GUA''PER',PRA",'BRA",'VIT',/MAT','NG','DOU','PIC','CANT",'BET",'PI','RI'/AG','E

LD);

for ($i = 0; $i < @pop; $i++){
for ($j = 0; $j < @pop; $j++){
if (Bi < $j){

$k++;

push @row, $chrdist[$K];

}

elsif ($i > $j){

push @row, $chrmatrix[$j][$i];
}

else{

push @row, O;

}

}

#print "@row\n";

#print M "@row\n";

push @chrmatrix, [@row];
@row=();

}

my @original = (0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16);
my $permt = 10000;

my $count = 0O;

my $rp = 0;

for (1..$permt){

#Matrix permutation

use List::Util gw( shuffle );

my @permutated = shuffle @original;

#print "@permutated\n®;

#print M "@permutated\n”;



#my @popp;

#for ($i = 0; $i < @pop; $i++){

#push @popp, $pop[Spermutated[$i]];
#}

#print "@popp\n";

#print M "@popp\n";

my @mpr=();

my @matrixp=();

for ($i = 0; $i < @pop; $i++){

for ($j = 0; $j < @pop; $j++){

push @mpr, $chrmatrix[$permutated[$i]][$permutated[$]];
}

#print "@mpr\n";

#print M "@mpr\n®;

push @matrixp, [@mpr];

}@mpr=();

#Transform the permutated matrix into a vector
my @chrdistp=();

for ($i = 0; $i < @pop; $i++){

for ($j = 0; $j < @pop; $j++1

if ($i <3}

push @chrdistp, $matrixp[$i][$j];

}

}

}

#print @chrdistp, "\n";

#print M "@chrdistp\n";

#Size

my $NXp = scalar(@chrdistp);
#print "NXp = $NXp\n";

my $Np = ($NXp + $NY)/2;

#Mean

my $SumXp = 0;

foreach (@chrdistp){

$SumXp +=9$_;

}

#print "SumX = $SumX\n";

my $MeanXp = ($SumXp/$NXp);
#print "MeanXp = $MeanXp\n“;

#Covariance

my @Covariancep;

for ($i = 0; $i < $Np; i++) {

push @Covariancep, ($chrdistp[$i] - $MeanXp) * ($geodist[$i] - $MeanY);
}

#print "Covariancep = @Covariancep\n”;

my $Sumcovp = 0;

foreach (@Covariancep){

$Sumcovp +=$_;

}

#print "Sumcovp = $Sumcovp\n";
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#Variance

my @Dev2Xp;

foreach (@chrdistp){

push @Dev2Xp, ($_ - $MeanXp) ** 2;
}

my $Sumdev2Xp = 0;

foreach (@Dev2Xp){

$Sumdev2Xp +=$_;

}

my $VarianceXp = ($Sumdev2Xp/($NXp-1));
#print "VarianceXp = $VarianceXp\n";

#Standard deviation
my $StdevXp = $VarianceXp ** 0.5;
#print "Standard deviation Xp = $StdevXp\n";

#Correlation

$rp = $Sumcovp / (($Np - 1)*$StdevXp*$Stdevy);
#print "rp = $rp\n";

if ($rp >= $r){

$count++;

}

}

my $p = $count/$permt;

print "$p\n";

print O "$p\n";

exit;
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Apéndice B — Climatic variables and Distance matrices

Climatic variables as obtained from the NASA POWER Project Data Sets, available at https://power.larc.nasa.qov/

1. Airtemperature (air temperature)
2. Tmax (maximum temperature)
3. Tmin (minimum temperature)

4. Earthtemp (temperature on Earth surface)
5. RH (relative humidity)

6. Nosun

7. Atmosphericpressure

8. Clearsky

9. Diffuseradiation
10.Directnormalradiation
11.InsolationIncident
12.Latitudetiltradiation

13.Windspeed


https://power.larc.nasa.gov/

Matrix 1 — Ecological distances

ecodata TIR CUR GUA PER PRA BRA VIT MAT NG DOU PIC CANT BET PI RI AG ELD

TIR O 4.9935558  5.7488695  3.6595355  6.3194066  23.227699  5.6900615  18.924006  19.984451  19.153919
8.7503543  13.39685 12.85659 11.284844  11.709466  11.116069  14.979379

CUR 49935558 O 3.2061036  4.083381 6.1293801  21.361367  6.5521294  17.49241 17.870297  16.857319
9.2364008  13.791454  14.465196  12.755912  12.942705 11.963403  15.573728

GUA 5.7488695 3.2061036 O 2.8448374  3.5710783  18.832331  5.1506602  14.79094 15.294613  14.314709
7.2683148  11.200853  12.2912 11.028291  11.234514  10.418594  13.584046

PER 3.6595355 4.083381 2.8448374 O 3.1235397  20.318632  3.2939338  15.95545 16.939849  15.974035
6.2680061 10.887672  11.027534  9.4902529  9.8141632 9.0673039 12.754184

PRA 6.3194066 6.1293801 3.5710783  3.1235397 O 17.722294  3.0844935  13.108734  14.261746  13.245599
41975231  8.0993271 8.8373186  7.7865268 8.0701611  7.5895125  10.496118

BRA 23.227699 21.361367 18.832331 20.318632 17.722294 O 19.842616  5.7374559  4.7450711  6.4463633
17.274834  13.454315  17.444687  19.55738 19.431073  19.401356  18.165341

VIT 5.6900615 6.5521294  5.1506602  3.2939338  3.0844935 19.842616 O 15.121918  16.509515  15.417497
3.8178397  9.1486611  8.6903452  6.6487367 6.9446814  6.0281838  10.130933

MAT 18.924006  17.49241 14.79094 15.95545 13.108734  5.7374559  15.121918 O 3.2277082  3.8571751
12.39685 8.3124605  12.331979  14.377757  14.248937  14.355563  12.77939

NG  19.984451  17.870297  15.294613  16.939849 14.261746  4.7450711  16.509515  3.2277082 O 2.5524302
14.242233  10.974675  15.050615 16.689679  16.554241  16.488545  15.259839

DOU 19.153919 16.857319  14.314709  15.974035  13.245599 6.4463633  15.417497 3.8571751  2.5524302 O
13.087089  10.229145 14.220179  15.430305 15.230542  15.180501 13.939591

PIC  8.7503543 9.2364008 7.2683148 6.2680061 4.1975231 17.274834  3.8178397  12.39685 14.242233
13.087089 O 5.7533729  5.6757555  4.3563058  4.5063622  3.9536439  7.2659961

CANT 13.39685 13.791454  11.200853  10.887672  8.0993271  13.454315 9.1486611  8.3124605 10.974675
10.229145 5.7533729 O 41482406  6.5825451  6.6296003  7.2969857  6.4063406

BET 12.85659 14.465196  12.2912 11.027534 8.8373186  17.444687  8.6903452  12.331979  15.050615
14.220179  5.6757555  4.1482406 O 3.885563 41603966  5.5314826  5.0526924

PI 11.284844  12.755912  11.028291  9.4902529  7.7865268  19.55738 6.6487367  14.377757  16.689679
15.430305 4.3563058  6.5825451  3.885563 0 0.79567581 2.6216216  4.7640634

RI 11.709466  12.942705  11.234514  9.8141632 8.0701611  19.431073  6.9446814  14.248937  16.554241
15.230542  4.5063622  6.6296003 4.1603966  0.79567581 O 2.2640671  4.2518467

AG 11.116069  11.963403  10.418594  9.0673039  7.5895125 19.401356  6.0281838  14.355563  16.488545
15.180501  3.9536439  7.2969857  5.5314826  2.6216216  2.2640671 O 5.3150353



ELD

14.979379  15.573728  13.584046  12.754184  10.496118  18.165341  10.130933  12.77939 15.259839

13.939591  7.2659961  6.4063406  5.0526924  4.7640634  4.2518467  5.3150353 O

Matrix 2 - Fst-based genetic matrix

TIR
CUR
GUA
PER
PRA
BRA
VIT
MAT
NG
DOU
PIC
CANT
BET
PI

RI
AG
ELD

TIR CUR GUA PER PRA BRA VIT MAT NG DOU PIC CANT BET PI RI AG
0.00000.00000.24240.29020.35900.78950.2916 0.3660 0.5333 0.5983 0.51850.3704 0.5128 0.2778 0.6013 0.5139 0.2540
0.00000.00000.15240.2064 0.23930.5217 0.19050.2569 0.3647 0.4308 0.3363 0.2497 0.34190.1975 0.4350 0.3654 0.1632
0.24240.1524 0.00000.00000.03510.34150.03150.09940.17700.2634 0.17050.04950.42420.1641 0.4957 0.4217 0.0882
0.29020.2064 0.0000 0.00000.00000.15130.00000.00570.03780.11770.05410.00000.41890.15500.47950.41420.0571
0.35900.23930.0351 0.00000.0000 0.0690 0.0000 0.0000 0.00000.0486 0.00000.00000.47220.2014 0.53180.47350.0574
0.78950.52170.34150.15130.0690 0.0000 0.1029 0.0191 0.0000 0.0000 0.00000.13330.70420.4086 0.73090.6833 0.2424
0.29160.19050.0315 0.00000.00000.1029 0.0000 0.00000.0052 0.0506 0.00000.00000.4404 0.17120.5016 0.44400.0353
0.36600.25690.0994 0.0057 0.00000.0191 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.00000.00000.4276 0.15980.47450.4252 0.0389
0.53330.36470.17700.0378 0.0000 0.0000 0.0052 0.0000 0.0000 0.0000 0.00000.0107 0.53550.24750.5794 0.5250 0.0915
0.59830.43080.26340.1177 0.0486 0.0000 0.0506 0.0000 0.0000 0.0000 0.0207 0.09900.6014 0.3417 0.63430.5933 0.1900
0.51850.33630.17050.0541 0.0000 0.0000 0.0000 0.00000.00000.0207 0.00000.04190.5604 0.25570.60320.5521 0.1111
0.37040.2497 0.0495 0.0000 0.0000 0.1333 0.0000 0.0000 0.0107 0.0990 0.04190.00000.4701 0.1949 0.52590.46400.0779
0.51280.34190.42420.41890.47220.70420.4404 0.4276 0.53550.6014 0.5604 0.4701 0.0000 0.0869 0.0741 0.0388 0.2055
0.27780.19750.16410.15500.20140.4086 0.17120.15980.24750.3417 0.2557 0.1949 0.0869 0.0000 0.1026 0.0580 0.0000
0.60130.43500.49570.47950.53180.73090.5016 0.47450.5794 0.6343 0.6032 0.52590.0741 0.1026 0.00000.00350.2751
0.51390.36540.42170.41420.47350.6833 0.44400.4252 0.5250 0.5933 0.5521 0.4640 0.0388 0.0580 0.0035 0.0000 0.2125
0.25400.16320.08820.05710.05740.2424 0.03530.03890.09150.19000.1111 0.07790.2055 0.00000.27510.2125 0.0000

Matrix 3 — Geographical distances (km)

Geography TIR CUR GUA PER PRA BRA VIT MAT NG DOU PIC CANT BET PI RI AG

TIR

CUR
GUA
PER
PRA
BRA
VIT

MAT

0 5300 5750 5650 5640 4960 5900 5280 5140 4840 5700 5560 5480 5580 5720 5720 5710
5300 O 490 580 1120 1700 1850 2250 2200 2700 2280 2355 2555 2740 2870 3000 3210
5750 490 O 305 915 1725 1615 2190 2170 2725 2120 2230 2460 2630 2730 2900 3095
5650 580 305 O 615 1430 1330 1880 1870 2420 1820 1930 2150 2325 2430 2600 2800
5640 1120 915 615 O 955 730 1300 1300 1890 1210 1320 1550 1720 1820 1960 2180
4960 1700 1725 1430 955 O 940 630 540 1010 880 850 970 1160 1310 1420 1605
5900 1850 1615 1330 730 940 O 850 935 1520 580 740 980 1110 1170 1315 1540
5280 2250 2190 1880 1300 630 850 O 140 660 420 280 330 530 680 790 980

ELD

ELD



NG
DOU
PIC
CANT
BET
Pl

RI
AG
ELD

5140
4840
5700
5560
5480
5580
5720
5720
5710

2200
2700
2280
2355
2555
2740
2870
3000
3210

2170
2725
2120
2230
2460
2630
2730
2900
3095

1870
2420
1820
1930
2150
2325
2430
2600
2800

1300
1890
1210
1320
1550
1720
1820
1960
2180

540
1010
880
850
970
1160
1310
1420
1605

935
1520
580
740
980
1110
1170
1315
1540

140
660
420
280
330
530
680
790
980

0 600
600 O
555 1030
420 850
450 690
635 750
795 880
890 890
1065 935

555
1030

190
410
530
615
750
980

420
850
190

240
400
510
645
860

450
690
410
240

190
350
460
660

635
750
530
400
190

165
265
470

795
880
615
510
350
165

140
370

890
890
750
645
460
265
140

203

97

1065
935
980
860
660
470
370
203
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