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“Owing to this struggle for life, any variation, however slight and from whatever cause
proceeding, if it be in any degree profitable to an individual of any species, in its infinitely
complex relations to other organic beings and to external nature, will tend to the
preservation of that individual... I have called this principle, by which each slight variation,
if useful, is preserved, by the term of Natural Selection, in order to mark its relation to

man’s power of selection.”

Charles Darwin



RESUMO

Caracteres complexos sdo afetados por multiplas varidveis e processos, cuja interagao
molda e determina seu padrao de evolugdo. Este trabalho utiliza metodologias de genética
quantitativa evolutiva para compreender as forcas evolutivas afetando a diferenciagdo
morfoldgica de caracteres complexos em dois modelos evolutivos, buscando quantificar a
magnitude da selecdo e a resposta modulada pelas covaridncias dos caracteres
morfoldgicos. Teleopsis dalmanni ¢ uma mosca de olhos pedunculados cujo ornamento
exagerado € resposta a pressao da escolha por machos com olhos com pedinculos maiores
para o acasalamento. No entanto, poucos trabalhos exploram o efeito ndo-intencional dessa
selecdo em outras estruturas corporais, € do impacto do balango energético na evolugdo de
caracteres diferentes. Em duas linhagens submetidas a selecdo artificial bidirecional para
pedunculos oculares maiores (High) e pedinculos menores (Low), encontramos mudancas
fenotipicas nos caracteres alvo e ndo-alvos da selecdo. Diante desta mudanga, a matriz de
varidncia / covaridncia genética G revelou que estes caracteres estdo positivamente
correlacionados e a predicdo dos vetores de resposta a sele¢do evidenciam também uma
resposta correlacionada. Em outro experimento em individuos expostos a niveis diferentes
de restricdo de recursos, detectamos mudanca na resposta a selecdo dependendo da
disponibilidade recursos, evidenciando padrido de sele¢cdo ndo-intencional entre os
caracteres, possivelmente como compensagdo para o tamanho extremo do comprimento do
pedunculo para manter a alta capacidade de voo em performances de copula. No segundo
estudo de caso, investigamos o potencial evolutivo de caracteres morfologicos usados na
identificacdo de espécies e alvos da selecdo sexual para espécies pertencentes a cinco
grupos do género Anastrepha (fraterculus, grandis, pseuparallela, serpentina e striata),

que sdo representativas da grande diversidade desse género, e focamos no grupo



fraterculus, que apresenta algumas das espécies mais amplamente distribuidas.
Encontramos sinal filogenético significativo entre os grupos para alguns dos caracteres
ligados a identificacdo e selecdo sexual, e dentro do grupo fraterculus apenas para o apice
do aculeo e a forma da asa. Uma andlise de correlagdes revelou que as espécies estudadas
ndo seguem o modelo estocastico Browniano, sugerindo que estejam evoluindo sob
influéncia de selecdo. Considerando que a heterogeneidade ambiental (plasticidade)
poderia desempenhar um papel preponderante na adaptacdo dessas espécies, quantificamos
a influéncia ambiental de hospedeiros em duas espécies polifagas, A. fraterculus e A.
obliqua. Vetores de plasticidade correlacionados com a sele¢@o e resposta aos gradientes de
selecdo indicam uma possivel especificidade ao hospedeiro que afetaram principalmente
apice do actleo, largura da se¢cao ndo-serrada do actleo, tamanho e largura da asa, tamanho
do olho e largura da cabeca. Esses resultados de plasticidade aliados a alta variagdo
intraespecifica e sinal filogenético para poucos caracteres, embora tenha corroborado papel
relevante de caracteristicas do actleo na taxonomia, inspiram cautela na identificacdo das
espécies, particularmente entre espécies do grupo fraterculus que sdo filogeneticamente
mais proximas, e sugere que sejam considerados as propriedades do hospedeiro para evitar
potencial confundimento. Assim, nosso estudo contribui para o esclarecimento dos padrdes
de evolucdo morfologica em ambos os insetos, considerando aspectos pouco explorados e

pressoes diretas ou indiretas do ambiente.



ABSTRACT
Complex traits are affected by multiple traits and processes, whose interaction shape and
determine their evolutionary patterns. This work uses quantitative evolutionary genetic
methodologies to understand the evolutionary forces affecting the morphological
differentiation of complex traits in two different evolutionary models, with the goal of
quantifying the magnitude of selection and its response modulated by the covariance of
morphological traits. Teleopsis dalmanni are stalk-eyed flies whose exaggerated ornament
is a response to mating choice on males with larger stalk-eyes for mating. However, few
works explore the unintentional effect of this selection on other body parts, and the impact
of the energy balance on the evolution of different traits. In two strains subjected to
bidirectional artificial selection for large and small stalk-to-body ratios, we found
phenotypic changes on target and non-target selected traits. Given this change, the genetic
variance / covariance G matrix showed that these traits are positively correlated and the
prediction of the response vectors to the selection also shows a correlated response. A
separate experiment on individuals exposed to different levels of resource constraints
detected a change in response to selection depending on resource availability, showing
unintentional pattern selection among traits, possibly as compensation for extreme stalk-
eye lengths, to maintain high flying capability in mating performances. A second case study
investigated the evolutionary potential of morphological traits used to identify species and
targets of sexual selection for species belonging to five groups of the genus Anastrepha
(fraterculus, grandis, pseuparallela, serpentina and striata), which represent a portion of
the great diversity in the genus, with a special focus on the fraterculus group, which
harbors some of the most widely distributed species in the genus. We found significant

phylogenetic signal for some of the traits linked to sexual identification and selection



among species groups, and within the fraterculus group only for the aculeus apex and wing
shape. A correlation analysis of ancestral matrix Principal components revealed that the
studied species do not follow the Brownian stochastic model, suggesting that their
evolution is shaped by selection. Considering that environmental heterogeneity (plasticity)
could play a relevant role in the adaptation of these species, we quantified the
environmental influence of hosts in two polyphagous species, A. fraterculus and A.
obliqua. Plasticity vectors positively correlated with selection and response to selection
gradients indicate a possible host specificity that affected mainly the aculeus apex, the
aculeus width in their non-serrated portion, the wing size and width, the eye size and the
head width. These results, together with the high intraspecific variation and phylogenetic
signal only for a limited number of traits, though corroborate the relevant role of the
aculeus on taxonomy, raise a cautionary flag for its use in species identification,
particularly among species of the fraterculus group, which are phylogenetically closer, and
suggests that host attributes should be considered to avoid potentially confounding results.
Thus, our study contributes to the elucidation of morphological evolutionary patterns in
these insect models, by considering poorly explored quantitative models as well as direct

and indirect environmental pressure inferences.
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CAPITULO 1

1.1.INTRODUCAO GERAL

A compreensdo da evolugdo fenotipica engloba diversos campos de estudo. A biologia
evolutiva, dentre estas areas, quantifica e investiga mudancas bem como prediz mecanismos
direcionadores da mudanga morfologica ao longo do tempo (Nosil et al., 2018), identificando
as causas ¢ implicagdes da divergéncia adaptativa, principalmente pela predicdo da
capacidade das espécies de responder a pressdes ambientais (Houle, 1992; Dai, 2016). Tal
predicdo ¢ capacitada por ferramentas da genética quantitativa, que contempla o estudo de
caracteristicas complexas (Falconer e Mackay, 1996). Chamamos de caracteres complexos os
resultantes de uma rede intricada de fatores e interagdes, tais como entre diferentes genes e
seus produtos em um contexto ambiental (bidticos e abidticos), influenciando no
desenvolvimento e criando associagdes que determinam a resposta fenotipica a selegcdo (Wollf,

2002).

Portanto, varidveis ambientais sejam elas bioldgicas, tais como predadores,
competicao por parceiros ou ainda escolha de parceiros, ou abidtica, como temperatura ou
fotossensibilidade, afetam o desenvolvimento, comportamento, distribui¢do espacial e
abundancia de individuos na natureza. Ainda, estas varidveis podem ser recursos que
impactam diretamente a sobrevivéncia e reprodugdo, quer seja ao afetar como fendtipos sdo
produzidos e expressos em ambientes diferentes, ou como hd a alocacdo de energia em
fenotipos distintos, ja que pode haver um mecanismo de balango energético em virtude de um
resposta fenotipica a fontes escassas de recursos (Garland e Kelly, 2006; Fusco ¢ Minelli,

2010).



A predicdo de matrizes de variancia / covariancia permite reconhecer mudangas no
padrdo de covariancia e pode determinar como uma populacdo responde a sele¢do, padrao
diretamente relacionado a varidncia genética das caracteristicas. Esta predi¢do fornece
indicios da dindmica evolutiva sob condigdes controladas (Scheiner, 2002; Lande, 1982).
Lande (1979) revolucionou matematicamente esta andlise com modelos parameterizados por
medidas de tamanhos populacionais e de gradientes de sele¢do, os quais permitem indicar
diferencas quantitativas fenotipicas pela medida da similaridade entre individuos parentais e
sua prole. Ainda, Lande demonstrou que equagdes da genética quantitativa podem ser
expandidas e aplicadas para além doe melhoramento animal e vegetal, impulsionando a
aplicacdo de parametros genéticos, tal como a herdabilidade e correlagdes genéticas, na

evolucdo de caracteres complexos (Roff, 2003).

Consequentemente, entender a direcdo da selecdo e da mudanga fenotipica em
caracteres complexos em populagdes naturais permite reconhecer as respostas diretas ou
indiretas a efeitos ambientais (Ercit, 2016). Na maioria das vezes, contudo, a selecdo afeta
diversos caracteres, ndo apenas por agir diretamente em um padrdo multicaracteristico, mas
também porque pode haver correlagdo entre diversos caracteres, de forma que a seleg¢do afeta
diferentes caracteres por haver covaridncia entre eles. Tal correlagdo entre caracteres pode
ser inclusive devido a correlagdo ndo-esperada (ndo-predita) entre caracteristicas promovida
por pleiotropia ou mesmo desequilibrio de ligagdo promovendo efeitos ndo-intencional sob
caracteres que ndo sdo o alvo direto da selecdo (Lande e Arnold, 1983). Particularmente, a
selecdo pode impactar a variagdo fenotipica de forma que as mudangas podem ocorrer como

uma resposta correlacionada devido a associag@o dos caracteres (Lande, 2009).



Considerando-se o papel central da correlagdo genética entre caracteres na resposta a
pressoes de selecdo, a decomposicdo da forga de selecdo, seja ela natural, sexual, ou mesmo
artificial, dentro de uma abordagem multivariada pode discriminar os efeitos da
heterogeneidade ambiental (Careau et al., 2010; Pélabon, 2014), j4 que a manipulacdo do
ambiente ou variagcdo natural nas condi¢des ambientais esta associada a forg¢a variavel da
selecdo (Hayward et al., 2017) e permitir entender as forcas subjacentes determinantes da
diferencia¢do morfologica.

Varios trabalhos mostram que o padrio de variancia e covariancia pode mudar ao longo
do tempo e em condi¢cdes ambientais distintas, seja em laboratorio e/ou em populagdes
naturais (Hoffmann e Merila, 1999; Charmantier ¢ Garant, 2005; Wood ¢ Brodie, 2015;
Rowinski e Rogell, 2017; Hayward et al., 2017). Assim, a quantifica¢do da covariancia entre
caracteres e da selecdo sob certas condi¢cdes ambientais pode refletir se a mudanga evolutiva
pode ter sido reprimida ou facilitada pela existéncia ou ndo de covariancia genética entre

caracteres que estejam ou ndo sob selecdo (Wood e Brodie, 2016).

Alguns autores sugerem que a interagdo genotipo-ambiente pode mobilizar variagao
herdavel em um ambiente novo moldando a forma da resposta da selecdo diante da novidade
ambiental (Price et al., 2003; Hermisson ¢ Wagner, 2004). Sob essa premissa, a predicao da
variagdo por modelos lineares mistos € essencial para permitir a compreensdo da dindmica da

mudanga evolutiva por particionar o efeito aditivo do ambiental (Hadfield, 2012).

Assim, para entender a evolugdo de multiplos caracteres continuos e o efeito do
processo evolutivo sobre os mesmos, ¢ necessario compreender a relacdo entre os caracteres,

descrita na equagao multivariada de resposta a selecao (“breeding equation”) (Lande, 1979):



Az =G.B,
em que Az ¢ o vetor das respostas evolutivas que representa a diferenca entre as médias das
geragdes antes e depois da selecdo, B € o vetor do gradiente de selecdo e G representa a
variagdo genética aditiva, que € crucial para explicar a mudanga evolutiva (Roff, 2002).
Como mencionado acima para caracteres quantitativos, a estrutura multivariada pode ser
descrita em matrizes G de varidncia / covariancia, na qual as variancias dos caracteres sao
dispostas na diagonal e os demais elementos representam indices de correlacdo e covariancia
genética par-a-par dos caracteres na populagcdo em estudo. As correlagdes genéticas geradas
sdo também conseqiiéncia de desequilibrio de ligagdo e/ou pleiotropia, sendo esta ultima
geralmente a mais importante na evolugdo de caracteres complexos (Roff, 2012).
Rearranjando a equagdo de Lande, ¢ possivel mensurar a sele¢do atuante com base na
estrutura de covaridncia: p= G (zi — zj), sendo que (zi — zj) corresponde a diferencga nos
vetores de médias entre as respostas das espécies antes e depois da sele¢do, respectivamente,
i e j, ou seja, a resposta a selecdo diferencial Az. Esta equagdo permite a distingdo entre o
diferencial adicionando o efeito da covariancia entre os caracteres (Lande e Arnold 1983).
Em suma, a capacidade de inferéncia do nivel de variagcdo genética, determinado pela
matriz de variancia / covariancia genética aditiva (G) (Draghi e Whitlock, 2012), permite a
determinagdo do potencial evolutivo das populagdes. Muitos estudos que abordaram a
importancia destes parametros ao longo dos anos (Lande 1979; Lande e Arnold 1983, Arnold
e Wade 1984a, b; Careau, 2010; Aguirre et al., 2014), ajudam a elucidar a medida da forca e o
padrdo multivariado de caracteres complexos na natureza ou em condig¢des artificiais
(Kingsolver et al. 2001; Kingsolver e Pfennig 2004). Em geral, estes trabalhos tém indicado
que a matriz G ¢ relativamente constante (Brodie, 1992), mas pode mudar ao longo do tempo

pela atuagdo de forgas evolutivas, tais como a sele¢do correlacional (Jones et al. 2003, 2004),



deriva (Lande 1980; Phillips et al. 2001), fluxo génico (Guillaume e Whitlock 2007),

mutagdo (Jones et al. 2007), e recombinacdo (desequilibrio de ligacao).

No entanto, considerando-se a dificuldade de se estimar matrizes G (genéticas), que
geralmente demanda um grande numero de familias para produzir estimativas com alto grau
de confianca, foi proposto que a matriz P (fenotipica) pode ser adotada diante da “Conjectura
de Cheverud” (Cheverud, 1988), uma vez que P e G em geral sdo altamente similares e
correspondentes porque estdo sob a mesma dindmica de desenvolvimento propiciada por
selecdo estabilizadora. Assim, a matriz P pode ser utilizada como substituta da matriz G em
estudos evolutivos (Roff, 1995). Muitos trabalhos tém comprovado que matrizes de
variancia/covariancia fenotipicas e genotipicas sdo similares, principalmente em caracteres
morfoldgicos mensurados em muitos organismos (Cheverud,1988, 1995, 1996; Roff 1995,
1996; Steppan 1997, 2012; Waitt e Levin 1998; Arnold e Phillips 1999; Marroig e Cheverud
2001; Dochtermann, 2011; Roff e Fairbairn, 2011; Garcia et al., 2014). Portanto, a
comparagdo de matrizes fenotipicas inter e intra tdxons, na falta de uma matriz G, pode ser
suficiente para se entender a diversificagdo desses grupos (Cheverud e Marroig, 2007; Porto
et al., 2009).

A existéncia de correlacdo genética entre caracteres pode criar restrigdes ao processo
evolutivo, e a resposta a tal processo tende a mudar as matrizes na dire¢do da maior
proporcdo de variacdo (Blows e Walsh 2009). Schluter (1996) descreve o primeiro
componente principal da matriz genética V/CV (Gnx) ou seu equivalente fenotipico (Piay),,
que sdo o primeiro componente principal da matriz genética- G (Gma) ou da matriz P como
“linhas de menor resisténcia evolutiva” (LLER — Lines of Least Evolutionary Resistance),

que representariam a dire¢do em que a diversificacdo das linhagens amostradas teria maior



facilidade em ocorrer. Este vetor seria o maior no espago da varia¢do disponivel para uma
mudanga evolutiva por selecdo natural ou deriva genética que pode ou ndo ser acompanhado
por estas forgas (Arnold et al., 2001; Marroig e Cheverud, 2005). O alinhamento entre os
eixos de maxima variagdo genética e os gradientes de sele¢dao pode estabelecer se a populagio
responderd com maior ou menor grau de dificuldade na direcdo da selecdo (Marroig e
Cheverud, 2005).

A selecdo natural pode ter um papel fundamental na evolugdo fenotipica contribuindo
para a adaptacdo, portanto investigar padrdes evolutivos resultantes de variacdo genética
permanente ou de selecdo sob uma populagdo reflete a importancia destes estudos (Lande e
Arnold, 1983). Portanto, uma abordagem multivariada usando modelos lineares gerais ¢
relevante para entender a evolu¢do fenotipica multidimensional ao longo do tempo. A
estratégia de captura da variacdo deve contemplar estruturas que revelem os processos que
afetaram o desenvolvimento e repercutiram nos aspectos funcionais do individuo adulto
(Roft, 2009; Klingenberg, 2010). As abordagens multivariadas, seja por morfometria
geométrica, que mostra um poder potencial de detec¢dao das diferengas da forma (Collyer et
al., 2015), ou medidas diretas dos caracteres complexos por distancia euclidiana, podem
descrever objetivamente a magnitude da selecdo sobre os caracteres (Lande, 1982; Lande,
2009).

Muitos trabalhos em insetos ja utilizaram abordagens da genética quantitativa para
decompor efeitos da selecao. Foi observado que grilos da espécie Grillus firmus apresentaram
uma correlacdo entre alocacdo e aquisicdo de recursos, € que a plasticidade (o mesmo
genotipo expressando fenotipos distintos em ambientes distintos) associada & variancia da
aquisicao de recursos determina mecanismos energéticos de alocacdo como trade-offs entre

componentes do valor adaptativo (Robinson ¢ Beckerman 2013). Em um experimento com



borboletas das espécie Bicyclus anynana, a selegdo artificial foi aplicada para forma do olho
nas asas anteriores e posteriores, as quais primariamente foram correlacionadas e
responderam a sele¢do na mesma dire¢@o, no entanto ao longo das geragdes progressivamente
as borboletas apresentaram distintos fendtipos e apresentaram respostas divergentes a selecao
(Beldade et al.,2002). Em Drosophila melanogaster, a aplicagdo de sele¢do artificial durante
26 geragdes para mudar a escala alométrica mostrou a potencial manuten¢ao dos padrdes de
covariancia por ligagdes pleiotropicas ocasionando sele¢do ndo intencional em caracteres
ndo-alvos, sugerindo que a escala do tamanho nas asas pode ser li interna mitada por selecdo
em outras estruturas (Bolstad et al., 2015). Como correlagdes entre os caracteres podem
determinar padrdes diferentes de selecao, buscamos avaliar neste trabalho, como a resposta a
padrdes distintos de selegdo, artificial ou natural, afeta caracteres alvo e ndo-alvo dessa
selecdo, estimando as matrizes de Varidncia/Covariancia e vetores de sele¢do e resposta
evolutiva para compreensdo da mudanga fenotipica em dois modelos de insetos sujeitos a
padrdes distintos de selec¢do e correlagdo fenotipica.
1.2. Modelos de Estudo
1.2.1. Stalk-eyed Fly

As moscas de olhos pedunculados (“Stalk-eyed flies”) da familia Diopsidae sdo
originalmente encontradas no sudeste da Asia e apresentam tanto espécies com e sem
dimorfismo sexual, sendo que nessas ultimas, tal dimorfismo sexual ¢ devido a sele¢do intra e
intersexual sobre o tamanho do pedunculo ocular, constituindo um excelente modelo para
estudo de seleg@o sexual (Burkhardt & de la Motte, 1985) (Figura 1).

Moscas da espécie Teleopsis dalmanni (inicialmente denominada como Cyrtodiopsis
dalmanni (Meier e Baker 2002) sdo originadas da regido da Malésia e apresentam grande

dimorfismo sexual, que consiste em olhos posicionados lateralmente em pedunculos



separados por uma grande haste longe da cabeca, de forma que o tamanho do pedunculo
ocular pode chegar a exceder o tamanho do corpo (Shillito 1971; Burkhardt & de la Motte,
1985; Burkhardt & de la Motte, 1988)(Figura 1). Nessa espécie, em geral, fémeas se agrupam
em plantas radiculares, enquanto machos competem por estas aglomeracdes e as fémeas
escolhem machos com pedinculos maiores (Burkhardt & de la Motte, 1985; Wilkinson &

Dodson, 1997; Cotton, 2004a).

Male Female

Figura 1. Dimorfismo sexual em moscas de olhos pedunculados da espécie
Teleopsis dalmanni (Foto: Jerry Husak).

Em fungdo da escolha sexual de fémeas e das batalhas territoriais entre machos, a
selecdo sexual pode exercer efeito para pedunculos oculares maiores (“stalks”) em detrimento
para outros caracteres (Panhuis & Wilkinson, 1999). Principalmente, o crescimento
exagerado dos olhos exige maior custo energético, podendo impactar na produgdo de
estruturas, na morfologia das asas, na performance do voo, posteriormente no desempenho de

luta por ambos estarem relacionado & manobrabilidade que a forma da asa exerce (Ribak et



al. 2009). Consequentemente, a selecdo sexual pode fazer com que certos caracteres
altamente custosos sejam preferencialmente selecionados pelo sexo oposto, o que pode
fomentar a evolugdo de caracteres que afetam o equilibrio energético diante de um estresse
nutricional, o que pode ter um papel fundamental para manter caracteres sexualmente
selecionados e dispendiosos, reduzindo o investimento nas demais estruturas, como em um
trade-off (Wilkinson & Reillo, 1994; Ribak et al.2009).

Trade-offs tem sido bem documentados como mecanismo indireto de balanceamento
dos custos para produzir e manter estruturas exageradas. Particularmente em casos de intensa
selecdo sexual, caracteres alvo e ndo-alvo da selegdo podem apresentar correlacdo negativa
que resultam em mudancas fenotipicas inversas pelo investimento diferencial de energia
nesses caracteres (Emlen, 2001; Oufiero & Garland, 2007).

Por outro lado, em moscas de olhos pedunculados, os machos também podem
compensar as desvantagens biomecanicas de seus pedunculos oculares alongados com
proporcional aumento de outras estruturas corporais, como musculatura de vdo, torax e asa
(Swallow, Wilkinson & Marden 2000; Ribak & Swallow 2007). Por mecanismos de
compensac¢do que podem ser selecionados pela correlacdo entre estruturas, asas e olhos
podem evoluir de forma orquestrada, tanto apresentando correlagio positiva, quanto negativa
(Husak et al. 2011). Apesar do potencial dessa evolugdo em caracteres ndo selecionados,
poucos trabalhos abordaram diretamente o grau de interdependéncia dos caracteres
selecionados, como o pedunculo ocular, e outros caracteres, uma vez que o primeiro ¢
sexualmente selecionavel e pode impactar ndo intencionalmente outras estruturas corpdreas
(Swallow, Wilkinson ¢ Marden, 2000; Husak e Swallow, 2011). Nesse trabalho, buscamos
avaliar se o padrao de correlacdo entre os caracteres alvo e ndo-alvo da selecdo artificial

afetou a resposta a selecdo, levando a uma resposta correlacionada, e se tal resposta foi



condicionada por um mecanismo de balancgo energético de compensacgdo (correlagdo positiva,
crescimento proporcional) ou um trade-off (correlagdo negativa, crescimento em dire¢des
opostas) com investimento energético inversamente proporcional.

1.2.2. Anastrepha

O género de moscas-das-frutas Anastrepha (Shiner) ¢ o mais comum Tephritidae na
América dos Sul e com maior nimero de espécies de regido tropical, com mais de 300
espécies, que utilizam um amplo espectro de espécies de plantas, inclusive diversas de
importincia econdmica (Aluja, 1994; Norrbom et al., 1999).

Muitos estudos associam o potencial efeito ecoldgico das plantas hospedeiras em
insetos aos quais estdo associadas, por considerar sua relevancia em seu desenvolvimento
(Nel et al., 2018). Esta associacdo ¢ particularmente importante em moscas-das-frutas da
familia Tephritidae que tanto apresentam espécies com associacdo especifica a diversas
plantas hospedeiras, como também apresentam outras espécies mais generalistas que sao
inclusive consideradas pragas agricolas ocupando uma ampla variedade de frutas e culturas
vegetais (Norrbom et al., 1999a, 1999b, 2015; Norrbom, 2004a; Norrbom e Korytkowski,
2009, 2011, 2012), que estao principalmente nos géneros Rhagoletis, Ceratitis, Bactrocera, e
Anastrepha (Gomez-Cendra, 2016).

O género Anastrepha ¢ dividido em 21 grupos baseados principalmente em caracteres
morfolégicos (Norrbom e Korytkowski, 2009; Norrbom et al., 2012). Um recente trabalho
analisou 146 espécies do género Anastrepha, que representam 19 dos 21 grupos, para
investigar as relagdes filogenéticas de Toxotrypanini, incluindo Anastrepha, Toxotrypana e
Hexachaeta, utilizando trés marcadores mitocondriais (16S, CAD e COI) e trés nucleares
(EF1a, PER e PGD) e encontrou que o o género Toxotrypana seria monofiléticos, embora o

género Anastrepha foi encontrado como parafilético, uma vez que Toxotrypana esta inserido
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no meio desse género (com alto suporte) (Mengual et al., 2017), o que levou a proposta
recente de sinonimizacdo desses géneros, mantendo Anastrepha como um género e
Toxotrypana tornando-se mais um grupo dentro desse género (Norrbom, et al., 2018). Apesar
do grande nimero de espécies investigadas e do nimero de marcadores moleculares, diversas
relagdes entre grupos ainda ficaram nao resolvidas, mas foi possivel dar suporte a relacdo
entre os grupos daciformis, dentata, leptozona, raveni e striata. J& o grupo serpentina foi
reconhecido com menor suporte, € 0s grupos fraterculus e pseudoparallela tiveram também
suporte, com pequenas alteracdes. O grande clado que compreende os grupos
pseudoparallela, spatula, ramosa, doryphoros, grandis, serpentina, striata, fraterculus foi
recuperado, mas sem forte suporte estatistico. Embora as 20 espécies estudadas do grupo
fraterculus tenham revelado o mesmo como monofilético, ha ainda pouco suporte tanto para
as relacdes de parentesco entre as diferentes espécies do grupo, que abrange as espécies de
maior importancia econdmica, bem como para as relagdes entre diferentes grupos de espécie
(Mengual et al., 2017).

Dada a importancia econdmica desse género, em especial de espécies do grupo
fraterculus, muitos estudos ja abordaram diversos aspectos genéticos e morfoldgicos
(Bomfim et al, 2011; Hernandez-Ortiz et al., 2015; Orofio et al., 2013; Perre et al., 2014), mas
muitas espécies permanecem desconhecidas. Estes estudos em geral tem revelado alguns
marcadores morfologicos que tem sido considerados uteis tanto para a identificacdo de
grupos no género, como também para a diferenciacdo de espécies mais proximamente
relacionadas. Em sua grande maioria, a identificacdo das espécies ¢ primariamente feita
considerando-se o aculeo da fémea, o tamanho do corpo e o padrdo da asas (Stone, 1942),
caracteres complexos que provavelmente t€ém heranga multifatorial (Figura 2). Muito embora

varios estudos tenham abordado diferentes aspectos morfologicos (Bomfim et al., 2011;
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Hernandez-Ortiz et al., 2015; Orofio et al., 2013), poucos consideraram avaliar se os padrdes
morfoldgicos refletem a estrutura filogenética e como tais implicagdes tem repercussao na
diferenciagdo associada a diversas caracteristicas ecoldgicas importantes, como a exploracao
de hospedeiros e a escolha de parceiros durante a copula. Esta ltima pode contemplar
aspectos visuais, acusticos e quimicos, que relacionados ao comportamento de lek
apresentado por fémeas na escolha de parceiros favorecem a existéncia de selegdo sexual
(Bachmann et al. 2015; Segura et al. 2018).

Embora diversos estudos tenham investigado padrdes de diversidade de caracteres
fenotipicos em moscas-das-frutas, particularmente do grupo fraterculus, este estudos nao
consideraram uma investigacdo multivariada da adequagdo dos caracteres morfolégicos
geralmetne usados na identificacdo de espécies nesse grupo e no género, e que podem ser
alvos de sele¢do, natural ou sexual. Como esses caracteres podem estar sujeitos a influéncia
de diferentes estimulos ambientais, como por exemplo os diferentes hospedeiros, podem
apresentar diferentes niveis de plasticidade fenotipica, o que pode afetar a adequagao do uso
de tais caracteres na taxonomia, o que foi aqui investigado.

Portanto, neste trabalho buscamos estimar a robustez de diferentes caracteres
morfoldgicos, tanto caracteres comumente considerados para a identificagdo de espécies de
Anastrepha, e em especial do grupo fraterculus, quanto outros caracteres sujeitos a pressoes
diferentes de sele¢@o, usando estratégias de genética quantitiva filogenética comparativa que
nos permite predizer o sinal filogenético e se a taxa de evolugdo dos caracteres mudou
randomicamente (deriva) ou foi direcionada por selecdo (Marroig and Cheverud, 2004;
Adams 2013). Exploramos ainda como o efeito de diferentes hospedeiros afeta a plasticidade

fenotipica e resposta a selecdo em duas espécies do grupo fraterculus, usando uma
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abordagem multivariada para predizer as matrizes de Variancia/ Covariancia determinantes

para predizer a associag@o entre os caracteres e como respondem a selegao.

Figura 2. Dimorfismo sexual da espécie Anastrepha obliqua (West
Indian Fruit Fly). Foto: Bureau of Plant Pest Surveillance and Pest Risk
Analysis.

1.3. Objetivo Geral

A evolugdo morfologica em insetos estd sujeita a pressdes seletivas biologicas e
ambientais de forma direta ou indireta e nesse trabalho buscamos investigar como diferentes
caracteres respondem tanto a pressdes de selecdo artificial no laboratério em moscas de olhos
pedunculados, quanto identificar potenciais forgas que influenciaram a evolugdo de caracteres
potencialmente importantes tanto para identificagdo de espécies, quanto para forgas como a
selecdo sexual em moscas-das-frutas do género Anastrepha.
1.3.1. Objetivos especificos por capitulos:
Capitulo 1T

1.Estimar matrizes de variancia e covariancia genética para um design familial.
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2. Particionar a magnitude da selegdo e a resposta a selecdo para os caracteres morfologicos
de interesse, para predizer o efeito da selecdo em caracteres ndo-alvo.

3. Investigar possiveis mecanismos relacionados ao contingenciamento energético apos a
manipulacdo de recursos.

Capitulo I1I

1. Investigar se os caracteres morfologicos de interesse (forma e distancia) contém sinal que
possa indicar estruturagdo filogenética que poderia influenciar as analises comparativas.

2. Investigar os padrdes evolutivos utilizando uma abordagem de filomorfoespaco.

3.Extrair a variacdo intraespecifica para avaliar a magnitude da disparidade morfoldgica entre
as espécies.

4.Investigar se a divergéncia das espécies ocorreu seguindo um modelo estocastico, ou
direcionada por selecdo, a partir da matriz ancestral reconstruida pelas matrizes das espécies
atuais ponderada pela arvore.

5. Predizer plasticidade fenotipica para duas espécies do grupo fraterculus emergentes de
hospedeiros distintos.

6.Particionar a magnitude da sele¢do e a resposta a selegdo para os caracteres morfologicos
de interesse provenientes das espécies do grupo fraterculus emergentes de hospedeiros
distintos.

7. Predizer o alinhamento entre os vetores para explorar se a diversificagdo morfologica
seguiu a linha de menor resisténcia ou acdo da selecdo associada a plasticidade.
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2.1. INTRODUCTION

Evolutionary change is inherently multivariate, where combinations of traits together
determined the fitness of an organism and jointly change in response to selection. Traits are
tied together evolutionarily by shared genetic influences, which reflect processes such as
common developmental or physiological pathways (Falconer and Mackay 1996; Lynch and
Walsh 1998; Armbruster et al. 2014). In the quantitative genetics framework, these shared
genetic influences are captured by the genetic covariance structure of traits, which
summarizes how genotypic variation in a population generates a pattern of associations
between traits (Turelli and Barton, 1994). Selection on one or more of these traits is then
filtered through the genetic covariance structure to produce evolutionary changes in the entire
suite of traits. Hence, observed changes in a trait across generations can potentially be
attributed to selection acting on that particular trait or on other genetically correlated traits, or

possibly both simultaneously (Stillwell et al.2016).

To understand the causes of evolutionary change we need to be able to separate the
influence of directional selection from the influence of genetic covariance structure. This
separation can be achieved by applying a framework for measuring selection (Lande and
Arnold 1983) and genetic covariance structure, or by controlling the influence of selection by
imposing artificial selection (Hine et al. 2011). While both approaches have contributed to
our understanding of multivariate evolutionary change, both suffer from a potential
shortcoming arising from unmeasured or unintended selection (Scheiner 2002). The presence
of such ‘hidden’ selection could potentially lead to a biased, or worse, a fundamentally
incorrect, inference about the evolutionary process (Storz et al. 2015). Studies that identify a

correlated response to selection often interpret such a response as evidence for the presence
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of a genetic correlation between traits, which could potentially provide evidence for or
against a hypothesis such as the presence or lack of trade-offs between traits (Allen et al.
2008; Condon et al. 2015). However, if there is hidden selection directly altering those other
traits, then such a conclusion could be incorrect and any interpretation of the result with
respect to hypothesis testing would be misleading (Sinervo and Svensson 2002; Garland

2003).

Given the risk of misinterpreting the outcome of an artificial selection experiment,
what can be done to address this problem? This question is especially relevant when an
unexpected or unexplained response is identified in selection experiment. It is possible that
the presence of hidden selection could be identified through the retrospective application of
the quantitative genetics framework to test competing hypotheses (Careau et al. 2010). The
targeted selection would lead to an evolutionary response in some other trait, a retrospective
analysis could estimate the genetic correlation between the two traits to test whether the
change in the off-target trait is consistent with a correlated response to selection (Sinervo and
Svensson 2002). More generally, the full genetic variance-covariance matrix could be
estimated and used to estimate the vector of selection required to generate the observed
change across traits. If selection on a secondary trait were suggested by such an analysis, the
selection framework could be re-examined for sources of that unintended selection (perhaps
due to lab adaptation or some other process)(Chevin and Lande 2015). We refer to this sort
of post hoc analysis of quantitative genetic parameters as ‘forensic quantitative genetics’,
where different explanations for an observed pattern of evolutionary change are explicitly
stated within the framework of multivariate quantitative genetics and these competing

hypotheses are evaluated to identify the most parsimonious explanation.
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We focus on a case of artificial ‘univariate’ selection that targeted eye-span in the stalk-
eyed fly, Teleopsis dalmanni. This univariate selection led to a correlated response to
selection in the size of wings. Given the pattern of selection, we would assume that this
pattern could reflect a functional trade-off, such as might arise from resource allocation. The
original selection regime targeted eye-span while holding body size constant. However,
despite this targeted selection, it is possible that the attempt to hold size constant
inadvertently generated selection on size (by creating a selection index that ended up
including size). In this scenario the evolutionary change in wings would merely reflect this
unintended source of selection, rather than the presence of a trade-off. To evaluate competing
explanation for the observed correlated response to selection we combine estimates of genetic
parameters from a controlled breeding design and environmental manipulation of resource
availability. This approach allows us to disentangle the influence of intended, unintended
selection, and a possible resource trade-off.

2.2. MATERIAL AND METHODS

2.2.1. Population studied and breeding design
2.2.1.2. Population

Original population of Stalk-eyed flies (7. dalmanni) were collected near Kuala
Lumpur, Malaysia in 1989 and maintained at Wilkinson’s laboratory, University of Maryland,
College Park, Maryland, USA. Adults were housed in cubic cages in a room maintained at
25° C, around 75% relative humidity and light/dark regime LD 12:12 h. Adults were fed
twice a week on a mixture of pureed corn containing 1% methylparaben (Wilkinson, 1993;
Christianson 2005). The population was held for seven generations before starting the first

selection experiment, on March 1991 (Wilkinson 1993).
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2.2.2. Artificial Selection

Bidirectional eye-span selection was imposed on males each generation. For body size
control, the selection was based on the ratio of eye-span to body length. This form of
selection aimed to influence ‘relative’ eye-span (Index selection). Selection for larger
(denoted as the high, or ‘H’ lines) or smaller (denoted as the low, or ‘L’ lines) relative eye-
span in males was performed with two independent replicates in each direction. To control for
the scaling of eye-span with body size (i.e., to avoid simply selecting for the largest males),
the selection criteria was based on the ratio of eye-span to body length. In each replicate, fifty
males were measured each generation and the ten most extreme (largest or smallest relative
eye-span, depending on the direction of selection) were kept for breeding. These selected
males were housed with 25 randomly selected virgin females in 40 x 40 x 40 cm cages. A
control (unselected) line was maintained by combining ten randomly chosen males and 25
females in a similar setting as the selected lines.
2.2.3.Trait measurement

Eye span (ES) was measured from the outer edges of the ommatidia to the nearest
0.01 mm, using image-digitizing microscope from flies anaesthetized with CO,. Body Length
(BL) was the measurement from face to wing tip. RES was calculated as eye-span divided by
body length. Wings were separated, placed in a flat position on a glass slide and covered with
a coverslip, and subsequently analyzed by a digital image microscope under magnification
(x25-35). The landmark configurations (Ldks) for wings were captured using tpsDIG2, with
a set of 18 landmarks (Rohlf 2014). The Wing Length (WL) was the distance between Lkds 1
and 16, and Wing Width (WW) between Idks 4 and 18. The aspect ratio (AR) of the wing was

calculated by dividing wing length by wing width; Relative eye-span (RES) was calculated as
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eye-span (ES) divided by body length (BL). The traits were scaled to mean zero and standard
deviation of one for the analyses described below.
2.2.4. Breeding design

After 20 generations of selection, animals from two of the selection-line replicates
(one H and one L line) and the control line were used in controlled breeding experiments to
estimate patterns of genetic (co)variation. Male (‘sires’) were each mated to two or three
females (‘dams’) from the same line, creating a half-sibling family structure (Falconer and
Mackay, 1996). This breeding design resulted in the following sample sizes: control line = 76
sires each mated to 2 females that produced 926 offspring, High line = 18 sires each mated to
2 or 3 females to produce 163 total offspring, and Low line = 28 sires each crossed with 2 or
3 females to produce 283 offspring.
2.2.5. Statistical analyses

To evaluate the repeatability for each trait, we measured the error following
procedures of Lessels and Boag (1987) using CalcRepeatability in evolqg (Melo et al. 2015).
To understand the genetic relationship among the traits, we estimated the genetic variance-
covariance (G) matrix using a combination of half-sibling families derived from the Control,
H and L lines, which showed a significant high correlation using Random Skewers
comparison (RandomSkewers in evolqg). For this, we applied a general linear model with
Bayesian approach with sex and lineages as fixed effect with families as a random effect.
The model was run for 200,000 MCMC iterations sampled at 1,000 iteration intervals after a
burn-in of 15,000 iterations to estimate the variance components and genetic correlations,
implemented in the MCMCglmm package with Gaussian distribution (Hadfield 2010).

The estimated G-matrix was used to infer whether among trait covariation would

influence the patterns of response to selection. The direction of phenotypic divergence related
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to the matrices is a good prediction of the direction of selection. Lande’s equation was used to
estimate selection gradients and responses to selection. The equation describes the
evolutionary response of a set of quantitative traits:
Az=Gp, (1)

where Az is the vector of mean phenotypic differences between generations, B is the expected
selection gradient vector, and G is the additive genetic V/CV matrix (Lande 1979). In order to
estimate the G matrix, we compared the expected vector of morphological response to
selection (Az) based on the covariation structure with the observed Az, which indicates
whether there is a correlated response to selection. We inferred Az values by reconstructing
selection gradient vectors using G™', which is the inverse of the G matrix. For Az prediction
both, using family design in selected lines, or in the experiment with resource manipulation,
we reconstructed selection gradient vectors using G as the inverse of the G matrix in
Lande’s equation (Lande 1979; Lofsvold 1988; Cheverud 1996).
2.2.6. Resource Manipulation

To investigate whether traits that were under directional selection have responded
differently to traits supposedly not under directional selection because of resource
competition among different traits, we used selected lines that were maintained using the
same bidirectional selection regimen described above for 120 generations, at which time
progeny from lines H and L were reared under different resource conditions. Sets of eleven
eggs from each line, being two replicates for each direction of selection, were placed onto
plates that contained one of three different quantities of corn puree: small portion (Sm) =
0.175mg, medium portion (Me) = 0.33mg, and large portion (Lg) = 0.66mg. We estimated
the per capita food available to each individual by dividing the amount of food available by

the number of flies eclosing from each plate, because of mortality at the egg and larval stages.
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Overall, this analysis included 1509 flies that eclosed from the three resource conditions: Sm
N=576, Me N=574 and Lg N=359. As above, we estimated responses (Az) as well as
selection vectors (B) for these treatments, comparing Azs inferred from the selected lines H
and L with and without food manipulation, to investigate whether the response to selection
changed depending on resource availability, due to differential resource allocation (non-
traditional trade-off, a compensation process) as a correlated response among traits due to
unintended selection (Hadfield 2012). All analyses were performed on R version 3.3.3 (R
Core Team 2017).

2.3. RESULTS

Repeatabilities calculated using data from the selected lines were good (0.88 for Body
Length, 0.98 for Eye Span, 0.79 for Wing Length, and 0.69 for Wing Width). Strains selected
for high male relative eye-span (H) increased the stalk ratio as well as the Eye Span average
(ES) and Wing Width (WW), while the lineage selected to have smaller relative eye-span
(RES) (L) showed shorter stalk-ratio and Eye Span (ES), with an increase in Wing Length
(WL). Females showed similar patterns, though they showed slightly smaller Body Length in
the H lines when compared to L lines, and no difference on Wing Width among these lines .
Female Wing Width and Wing Length in the control line were larger than the values from

females derived from the selected lines(Table 1).

The changes detected in Eye Span ratio is evidence that selection acted on the target
trait, but it also changed other traits as well. We then estimated a G-matrix for 7. dalmanni
combining the 1371 offspring derived from all three different strains for both sexes (Table 2),
in order to increase confidence on the G matrix estimation since individual G-matrices for

each of the three lines (Control, H line and L line) showed positive and significant
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correlations by Random Skewers (all comparison showed r>0.93 with p<0.002). We also
found the same correlation patterns for matrices inferred from different sexes (= 0.96 with
p=0.0001). The G-matrix estimate revealed that the Eye Span is positively correlated with
Wing Length, Wing Width, Body Length and Relative Eye Span, while Wing Width was
negatively correlated with Wing Length. These correlations suggest the selection for longer
and shorter stalk-eyes on lines H and L, respectively may have induced unintended effects on

traits not targeted by selection.

The null hypothesis that the response to selection on the target trait did not produce
any correlated responses due to an unintended selection on non-target traits was rejected in
both selected lines, H (long-stalk) and L (short-stalk). Rather, our results indicated that all
traits showed a positive response to selection. Another indication that bidirectional index
selection affected other traits was that the B gradients showed that selection affected Wing
Length and Body Length showed negative values and in the same direction as Bgs, pointing to
a response on the same direction. However, Bww showed positive values of selection gradients
with greater magnitude than other traits (Table 3). Az showed highly associated with B
(Bmean=0.6571) (Table S1) which suggests the evolutionary response is aligned to selection

either natural selection affects the evolutionary trajectories (Marroig and Cheverud, 2005).

The results of phenotypic trait changes (Table 1), positive correlations (Table 2), and
correlated selection responses (Table 3) showed that there are unintended responses to
selection on different traits. When we subjected lineages that were selected for long- and
short- stalk ratio to different amounts of resources, they responded differently, revealing a
hidden balance mechanism that showed that evolutionary responses were affected by

resource allocation. In general, traits increased with the increase in resource per capita, but

30



proportionally, at different paces, that is, the allocation of resources actually changed the
proportionate allocation on different traits (Table 4). The H line allocated more resources to
eye-span than the L line, so much so that the eye span ratio increased with the increase in
resource availability, but it actually decreased in L lines, even more so on females, and this is
because Body Length proportionately increased more on L lines and even more so on females
when there was more food available. The only trait that failed to respond to an increase in

resource availability was the wing aspect ratio, for either line (Table 4, Figure 2, Figure S1).

A decomposition of the vectors of response to selection showed changes in the traits
with positive values Azy. (Wing Length) and Azyw (Wing Width) indicating an increase in
Wing Length and Wing Width in H and L lines. Conversely, response to selection in Eye
Span (Azgs) was more negative than in other traits for both selected lines, suggesting the
resource manipulation induced a decrease in Eye Span in both lines, indicating an energetic
balance for both but with the magnitude was smaller in the High line (HR). Meanwhile, B,
Bww and Bar showed larger values than that estimated for the Bgs (Table 5). In addition, we
found that Az and B are aligned (0,..:=0.8042), suggesting that selection may have acted to
increase wing components in the long-term, revealing a mechanism of balance cost to

compensate the high energy to maintain large eye spans.

2.4. DISCUSSION

The bidirectional artificial selection that favored, on one end, an increase in the eye-
stalk ratio, and on the other end, its decrease, effectively led to the increase of eye-stalk ratio
and eye-stalk length in the H lineages, and the decrease of these traits in the L lineages, but

these were not the only traits that were influenced by this artificial selection. For instance, the

31



wing size increased significantly in the L lineage and wing width increased in lineage H,
leading to a change in the wing aspect-ratio, which decreased in H and increased in L. These
phenotypic changes emphasize that even non-target traits experienced an unintended
consequence of the eye-stalk selection, reinforcing the importance of artificial selection
experiments to help understand the genetic architecture of complex characters. Artificial
selection is a very powerful tool since it may enable the test, under much simpler laboratory
conditions, whether interdependencies among traits are a consequence of correlations and
integration between characters, or a response to performance-targeting mechanisms such as

trade-offs and compensation (Storz et al., 2015), which may be commonplace in nature.

Changes that occur in non-targeted traits may be consequence of a positive correlation
between the target trait under selection, in this case, eye-span ratio, with non-target traits such
as wing length, wing width and body length, and this may be a consequence of a functional
integration between distinct traits which can be fostered or maintained by pleiotropy and/or
linkage disequilibrium, allowing traits to respond in a correlated way and be concurrently

selected (Sinervo and Svensson 2002, Sinervo and Calsbeek 2010, Montiglio et al., 2017).

Our results indicate that the selected trait, eye-span ratio, is only correlated to eye-
span length, but to no other trait. This happens in spite of the fact that almost all other traits
show significant correlation amongst themselves, even to eye-span length. This suggests that
selection that affects eye-span may affect other traits due to correlation (Table 2), even
though it should still be modulated by its genetic architecture to modify their growth relative
to other structures (Pomiankowski and Moller 1995). We found that wing size increased
significantly in the L lineage and wing width increased in lineage H, reflecting on changes in

the wing aspect-ratio, which decreased in H and increased in L.
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A decomposition of the response to selection to predict the direction of phenotypic
changes rejected the null hypothesis that the selective regime affected eye-span, but did not
produce any correlated response due to unintended selection on other traits. In both selected
lines, H and L, non-selected traits showed a positive response to selection. This response was
present in both sexes, though it was stronger in males, which is not surprising considering
that this was the sex in which selection was effected (Table 3). The negative 3 gradients
found for Wing Length, Wing Width, body length, and Relative Eye Span, indicate them to
be affected by similar selection pressures, whereas it was positive for Eye Span, and it was
larger than for about any trait. When we compare these results with Az estimates, we found
correlation between these vectors (Omen= 0.6519) suggesting that the evolutionary change

followed the selection pressure (Table S1).

The association between Eye-Span and wing components in stalk-eyed flies has been
shown elsewhere, particularly in males of dimorphic species that tend to show bigger eye
spans associated with larger wings (Ribak et al. 2009; Husak et al., 2011b; Husak et al. 2013).
Therefore, a pressure due to sexual selection on a target ornament may cause other traits to
respond in a correlated way and be concurrently selected, indicating that even when selection
is directly acting on a single trait, the response may be multivariate (Husak et al. 2013; Storz

et al. 2015).

Since we found responses to selection affecting different traits with different
magnitudes for H and L lines (Table 3), which may have been a consequence of an
unintended correlated selective response, we sought to evaluate if resource allocation to these
characters could alter these associations and lead to a better understanding of the mechanism

involved with the response of H and L lines to a long-term selection process.
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In order to identify potential impact of resource allocation on targeted and non-
targeted traits, individuals were submitted to resource manipulation that promoted a relevant
caloric limitation to them, which can be depicted from the large average reduction in body
size and several other phenotypes that happened to both lineages. Thus, individuals were
submitted to differential resource availability which led to a differential allocation of the
scarce resources among target and non-target traits, indicating a possible disproportionate
allocation between the antagonistically selected lines (Table 4). We observed that eye-span
increased as more resources were available for L and H lines, but this effect was
proportionally higher in the H line, so that eye-span ratio increased in H with the increase in
resource availability and decreased in L, particularly because body size in the latter increased
proportionally more than eye-span (Figure S1 B). Wing length increased in both lines, but
proportionally more in L, while wing width increased proportionally more than wing length
and led to a decrease in the wing aspect ratio in both, an effect that was stronger in line L
(Table 4). Thus, as more resources become available, a higher proportion was allocated to
eye-span and wing width for males in line H, when compared to line L. As an exaggerated
character, eye-span it is likely more sensitive to resource availability, and individuals would
try to allocate to this trait the maximum possible amount of resources, causing developmental
plasticity that could be used as an honest signal either to females or to predators (Emlen et al.,
2012). This nutritional association plays a critical role in correlated characters, especially in
the direction of selection, determining that the evolutionary response follows the environment
over time (Chenoweth et al., 2010). It should be further noted here that a selection favoring
larger eye stalks may not have been restricted to males, since in nature males also seem to use

this aspect to choose females, due to its association with fertility (Cotton et al. 2014).

34



During development, the growth of exaggerated traits may interfere with the
development of other correlated phenotypes, but also affect phenotypes in general when there
is a need to balance energy costs, leading to a decrease or increase of other structures,
depending on the correlation. Previous work has suggested that the response of selection on
animals that exhibit large ornamental structures would be multivariate and promote correlated
responses to other body structures, in such a way that the targeted trait would only evolve if
there is a globally (or at least locally, in structured populations) efficient performance,

otherwise it would not be favored (LeBas et al., 2004).

Exaggerated stalk-eyes in general may be selectively advantageous for breeding, but
they affect male locomotion performance, such as in flight maneuverability, that would affect
access to resources or even in disputes with other males during mating. Thus, a compensatory
mechanism may be favored due to unintended correlational selection (Painting and Houle
2013). Indeed, we found antagonistic responses to selection on different traits when the
lineages were subjected to resource manipulation, such that eye span and body length would
decrease in size when there is less food available, but wing width proportionally shows
increased growth. On the other hand, an increase in food availability would lead to a
disproportionate increase in eye length on the H lineage, selected for big stalk-eye ratio, and a

bigger body on the L lineage, selected for small stalk-eye ratio.

The alternative allocation of resources may show the unintended effect of selection on
wings, allowing for a new resource allocation and an alternative evolutionary trajectory
(Table 5, Figure S2) by an evolutionary compensatory mechanism that is not meant to hinder
individual performances. This may have favored wing length and wing width growth because

it has been suggested that Stalk-eyed males improve balance for flight and courtship
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performance by a compensatory wing-size mechanism (Ribak et al., 2009), possibly because
stronger flight muscles and larger wings would potentially promote more thrust to overcome
the inertia created by exaggerated eyestalks (Ribak and Swallow, 2007; Ribak et al., 2009;
Husak et al., 2011b; 2013). Since selection was for eye-span ratio, which is a measure of the
eye-span divided by the body length, there may have been inadvertent selection for smaller
body length, limiting the length of wings that could be selected, and thereby, limiting wing

adaptation on the direction of wing length, but not on wing width.

In conclusion, our results indicate changes in non-target phenotypes as an unintended
effect of selection, likely promoted by positive correlation between target and non-target
traits. Furthermore, our results indicate that resource allocation would be preferably directed
to different traits depending on the underlying selective regime, so that eye span and wing
components would be favored during the evolution of lines selected for high and low stalk-
eyed ratios, but in such a way that is determined by the variance/covariance matrix to

maintain an efficient flight performance.
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Table 1. Linear models for lineages after 20 generations of bidirectional selection and posteriorly used for breeding design.
Six distances were analised separated by sex (M=male; F=female).

ES M Estimate Std. t P- value Fz,aso R P-value
(Intercept) 9.361 0.020 470.93 2.00E-16 427.7 0.566 2.20E-16
DirectionH 1.119 0.053 20.92 2.00E-16

DirectionL -0.684 0.042 -16.4 2.00E-16

BL_M Estimate Std. t P- value Fyes0 R P-value
(Intercept) 7.463 0.012 601.276 2.00E-16 1.748 0.002 0.1749
DirectionH 0.01133 0.03339 0.339 0.7345

DirectionL 0.049 0.026 1.87 0.06

RES_M Estimate Std. t P- value Fz,ﬁso R P-value
(Intercept) 1.255 0.002 518.39 2.00E-16 544.5 0.622 2.00E-16
DirectionH 0.147 0.007 22.64 2.00E-16

DirectionL -0.100 0.005 -19.62 2.00E-16

WL M Estimate Std. t P- value F 650 R P-value
(Intercept) 2.517 0.004 614.152 2.00E-16 27.00 0.006 5.42E-12
DirectionH 0.001 0.011 0.066 0.95

DirectionL 0.062 0.009 7.244 1.24E-12

WW_M Estimate Std. t P- value F2,650 R P-value
(Intercept) 0.862633  0.001644  524.628 2.00E-16 3.03 0.006 0.049
DirectionH 0.010 0.004 2.242 0.03

DirectionL -0.002 0.003 -0.603 0.55

AR M Estimate Std. t P- value Fz,sso R P-value
(Intercept) 2.921 0.005 604.381 2.00E-16 38.29 0.11 2.00E-16
DirectionH -0.033 0.013 -2.561 0.01

DirectionL 0.078903 0.01014 7.782 2.82E-14

ES_F Estimate Std. t P- value F2,715 R P-value
(Intercept) 6.306 0.011 566.48 2.00E-16 284.7 0.44 2.00E-16
DirectionH 0.414 0.028 14.82 1.00E+00

DirectionL -0.351 0.023 -15.45 2.00E+00

BL_F Estimate Std. t P- value Fz,715 R P-value
(Intercept) 7.15995 0.01097 652.691 2.00E-16 0.01 2.00E-16
DirectionH -0.08358 0.02753 -3.035 0.00249

DirectionL 0.03479 0.02237 1.555 0.12032

RES_F Estimate Std. t P- value Fz,715 R P-value
(Intercept) 0.881124  0.001441 611.26 2.00E-16 428.7 0.544 2.00E-16
DirectionH 0.068933  0.003618 19.05 2.00E-16

DirectionL -0.053165  0.00294 -18.09 2.00E-16

WL_F Estimate Std. t P- value Fz,ns R P-value
(Intercept) 2.523407  0.003908 645.784  2.00E-16 189.7 0.34  2.00E-16
DirectionH -0.180359  0.009808 -18.389  2.00E-16

DirectionL -0.078785  0.007969 -9.887  2.00E-16

WW_F Estimate Std. t P- value F2,715 R P-value
(Intercept) 0.865079  0.001572 550.19  2.00E-16 157.4 0.3 2.00E-16
DirectionH -0.057341  0.003947 -14.53  2.00E-16

DirectionL -0.04114  0.003207 -12.83  2.00E-16

AR F Estimate Std. t P- value Fyis R P-value
(Intercept) 2.91937 0.004401 663.273 2.00E-16 18.78 0.048 1.12E-08
DirectionH -0.01678  0.011048 -1.519 0.129

DirectionL 0.049609  0.008976 5.527 4.57E-08

ES=Eye Span, BL= Body Length, E.ratio=ES/BL, WL=Wing Length, WW=Wing Width, W.ratio= WL/WW.
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Table 2. Genetic variances, covariances and correlations from G-matrix estimated for different traits of Teleopsis dalmanni.

Trait WL

WL 0.1248
WW 0.0623
AR 0.0479
ES 0.0162
BL 0.0931
RES -0.0015

wWw

0.4478*
0.1550
-0.1044
0.0199
0.0610
0.0095

AR

0.3063
-0.5993
0.1958
-0.0058
0.0299
-0.0131

ES

0.2647*
0.2920*
-0.0766
0.0300
0.0373
0.0107

BL

0.5513*
0.3242*
0.1415
0.4507*
0.2288
-0.0036

RES

-0.0271
0.1496
-0.1828
0.3819*
-0.0465
0.0264

WL, Wing Length; WW, Wing Width; AR, Aspect ratio of wings,; ES, Eye Span, BL, Body Length; RES, Relative Eye-
Span. Genetic variances (diagonal, gray), covariances (Lower-diagonal) and correlation (Upper-diagonal). For significance,

*is p<0.05.
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Table 3. The normalized Az vectors as a magnitude of morphological change and directional phenotypic selection
gradients (B), also estimated as the norm from the P matrix and Az on traits.

Vector WL ww AR ES BL RES
Az y 0.1453 0.0106 0.1638 0.7998 0.5301 0.1762
Az Az g ¢ 0.1756 0.0074 0.2201 0.6643 0.6667 0.1863
Az | 0.1944 0.0094 0.2375 0.6086 0.7087 0.1812
Az | ¢ 0.1691 0.01099 0.1941 0.7368 0.5997 0.5997
B_m -0.0271 -0.0489 0.0330 0.9776 -0.0764 -0.1849
B B e -0.0564 -0.0497 0.0578 0.9911 -0.0216 -0.0899
Bim -0.0338 -0.0518 0.04051 0.9836 -0.0554 -0.1546
B e -0.0622 -0.0554 0.0649 0.9930 0.0061 -0.0505

WL, Wing Length; WW, Wing Width; AR, Aspect ratio of wing; ES, Eye Span, BL, Body Length; RES, Relative eye-
span; f= female; m=male.
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Table 4.Linear models for lineages selected for H (High eye-stalk ratio) and L (Low eye-stalk ratio) for 120 generations
subjected to resource manipulation

ES
(Intercept)
Iper

sexM

H2

L1

L2
sexM:H2
sexM:L1
sexM:L2

BL
(Intercept)
Iper

sexM

H2

L1

L2
sexM:H2
sexM:L1
sexM:L2

RES
(Intercept)
Iper

sexM

H2

L1

L2
sexM:H2
sexM:L1
sexM:L2

WL
(Intercept)
Iper

sexM

H2

L1

L2
sexM:H2
sexM:L1
sexM:L2

WW
(Intercept)
Iper

sexM

H2

L1

L2
sexM:H2
sexM:L1
sexM:L2

AR
(Intercept)
Iper

sexM

H2

L1

L2
sexM:H2
sexM:L1
sexM:L2

Estimate
3.68711
0.23436
1.32614

-0.05884

-0.25124

-0.27821
-0.1915

-0.16646

-0.32901

Estimate
7.42511
0.367
0.25909
-0.08417
-0.12461
-0.06901
0.01527
0.08159
0.03687

Estimate
0.492973
0.00683
0.176563
-0.002766
-0.029111
-0.03835
-0.027524
-0.029032
-0.047831

Estimate
4.241798
0.208788
0.185692
-0.010635
0.030085
0.068009
0.032016
0.047068
0.044377

Estimate
2.05839
0.09964
0.08169
-0.02637
-0.0187
0.02763
0.01595
0.02486
0.02529

Estimate
2.059179
0.001021
0.009741
0.023774
0.037955
0.006232
-0.001514
-0.004118
-0.004884

Std.
0.05407
0.01764
0.05113
0.04384
0.04431
0.04301
0.06665
0.06889
0.06878

Std.
0.0542
0.01768
0.05125
0.04394
0.04442
0.04311
0.06681
0.06906
0.06895

Std.
0.006346
0.00207
0.006001
0.005145
0.0052
0.005048
0.007822
0.008085
0.008073

Std.
0.029572
0.009646
0.027965
0.023976
0.024234
0.023523
0.036453

0.03768
0.037621

Std.
0.01456
0.00475
0.01377

0.0118
0.01193
0.01158
0.01795
0.01855
0.01852

Std.

0.005242

0.00171
0.004957

0.00425
0.004295
0.004169
0.006461
0.006679
0.006668

t
68.194
13.288
25.937
-1.342

-5.67
-6.469
-2.873
-2.416
-4.783

t
136.991
20.758

5.055
-1.915
-2.806
-1.601

0.229

1.181

0.535

t
77.688
3.3
29.425
-0.538
-5.598
-7.598
-3.519
-3.591
-5.925

t
143.438
21.644

6.64
-0.444
1.241
2.891
0.878
1.249
1.18

t
141.364
20.979
5.933
-2.234
-1.567
2.385
0.889
1.34
1.365

t
392.847
0.597
1.965
5.594
8.836
1.495
-0.234
-0.617
-0.732

P- value
2.00E-16
2.00E-16
2.00E-16
1.80E-01
1.71E-08
1.33E-10
0.00412
0.0158
1.90E-06

P- value
2.00E-16
2.00E-16
4.83E-07
0.05563
0.00509
0.10967
0.81927
0.23764
0.5929

P- value
2.00E-16
0.000991
2.00E-16
0.590864
2.57E-08
5.28E-14
0.000446
0.00034
3.87E-09

P- value
2.00E-16
2.00E-16
4.37E-11
0.65743
0.21464
0.00389
0.37993
0.21181
0.23836

P- value
2.00E-16
2.00E-16
3.69E-09
0.0257
0.1173
0.0172
0.3743
0.1804
0.1724

P- value
2.00E-16
0.5503
0.0496
2.63E-08
2.00E-16
0.1352
0.8148
0.5376
0.464

Fs,1499 R P-value
381.10 0.66 2.20E-16
Fs,1499 R P-value
82.24 0.30 2.00E-16
Fs,1499 R P-value
437.60 0.69 2.00E-16
Fs,1499 R P-value
106.60 0.36 2.00E-16
Fs,1499 R P-value
98.91 0.34 2.00E-16
Fs,1499 R P-value
22.03 0.10 2.00E-16

ES=Eye Span, BL= Body Length, RES=ES/BL, WL=Wing Length, WW=Wing Width, AR = WL/WW. H, H line; L, L

Line; Iper (logaritmic transformation of per capita resource)
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Table 5. The normalized Az vectors for lineages submitted to resource allocation as a magnitude of morphological
change and directional phenotypic selection gradients (f3), also estimated as the norm from the P matrix and Az and traits.

Vector WL wWw AR ES BL RES
AZ g n 0.2155 0.1559 -0.124 -0.9425 -0.1082 -0.1174
T Az y ¢ 0.4925 0.3368 -0.2565 -0.7467 -0.1006 -0.097
Az | 0.2774 0.2122 -0.1900 -0.8977 -0.1563 -0.1065
Az | ¢ 0.5580 0.4028 -0.3357 -0.6162 -0.1665 -0.0714
B_si sih_m 0.1138 -0.0222 -0.0801 -0.9402 0.1189 0.2853
B o maptaion B s 0.2884 -0.1252 -0.1904 -0.8907 0.0798 0.2541
B L ihm 0.1593 -0.0486 -0.1103 -0.9324 0.1049 0.2817
B rinr 0.3877 -0.1811 -0.2539 -0.8333 0.0437 0.2340

WL, Wing Length; WW, Wing Width; AR, Aspect ratio of wing; ES, Eye Span, BL, Body Length; RES, Relative eye-
span; f, female; m, male.
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Figure 1. Box-plot distribution of different traits measured on an unselected control (C) line, an H line
selected for high eye-stalk ratio and an L line, selected for low eye-stak ratio, separated by sex.
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Figure 2. Box-plot distribution of the distance, representing the geometric mean of distance for measured on
lines selected for H (high eye-stalk ratio) and L (low eye-stalk ratio) subjected to resource manipulation. A.
ES= Eye Span. B.BL= Body Length. C.RES= Relative eye-span. D.WL= Wing Length. E. WW= Wing Width.

F. AR= Wing ratio.
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Supplementary information

Table S1. Vector correlations between response to
selection (Az), gradient selection (P). The vectors were

constructed based on multivariate Breeder’s equation

(Lande Equation).

Vectors BxAz

B 2 F oAZ fam 12 F o 0.6297
B 2FroAZ fim12Fo 0.6024
B_t2 M 0AZ fam 12 M o 0.7097

B 12MoAZ fam 12 Mo 0.6659
B_t1_th myAz mean H1 Hh m 0.8707

B_#3 th myAz mean H3 Hh m 0.8709
B_t1 th 6AZ mean 11 Hn_f 0.7732

B_t3 th 5AZ mean 13 Hh_f 0.7896
B_ti th mAZ mean L1 th m 0.8441

B3 th myAZ mean 13 Lh m 0.8470

B i th £AZ mean L1 Lh £ 0.7057

B 13 th £AZ mean 13 h £ 0.7323
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CAPITULO III

Evidéncia de plasticidade fenotipica em caracteres morfolégicos de espécies do grupo

Anastrepha fraterculus
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3.1.INTRODUCAO

A evolugdo fenotipica multivariada ¢ central para a biologia evolutiva ao estabelecer
um arcabougo tedrico-pratico implementacdo da genética quantitativa, integrando diversos
campos de pesquisa para explicar a dindmica da variagdo morfolégica (Lande, 1982;
Marquez et al., 2012). Tal arcabougo tem sido usado com sucesso para explicar tanto padrdes
de variagdo (Walsh e Lynch 1998; Morrissey, 2016) quanto a magnitude da selecdo
fenotipica (Calsbeek et al. 2012; Engen et al. 2012; Aguirre et al., 2014).

A andlise quantitativa permite particionar componentes importantes que determinam a
variagdo fenotipica, como a fracdo que € passada para os descendentes, ou variagdo aditiva, e
também a influéncia ambiental, visto que o ambiente é dos principais fatores que agem na
evolucdo fenotipica (Wood e Brodie 2016). A quantidade de variacdo genética aditiva
determinard o potencial de resposta de uma espécie a pressdes do meio. Por sua vez, em
caracteres complexos, a sele¢do age sobre um determinado o fendtipo e pode atuar ndo
intencionalmente em outras estruturas, ou até no organismo inteiro, modulado pelo valor
adaptativo (Lande e Arnold, 1983; Scheiner, 2002). Isso acontece porque caracteres
complexos sdo moldados por pleiotropia e desequilibrio de ligacdo (Lynch and Walsh, 1998)
que criam correlagdes entre diferentes caracteres e podem estabelecer uma integracdo
fenotipica que influencia a adaptacdo em um ambiente (Collyer et al., 2015).

Como fenotipos multivariados tendem a refletir correlagdes entre diferentes caracteres
que tanto modulam quanto sdo modulados pelo processo evolutivo, isso implica que, em
geral, espécies filogeneticamente mais proximas tendem a apresentar valores mais similares,
a ndo ser que alguma forca evolutiva tenha modificado tal padrdo. A existéncia desse sinal
filogenético entre espécies pode ajudar a mapear mudangas dos caracteres no contexto de sua

diferenciagdo, permitindo melhor inferéncia sobre congruéncias historicas e magnitude da
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mudanca adaptativa e com isso permitir melhor entendimento das forgas evolutivas
subjacentes.

A influéncia do ambiente nas espécies € pervasivo, por vezes modificando
diferencialmente suas performances ao longo do tempo, principalmente pela implementacdo
de modificagdes nas estratégias de sobrevivéncia e reproducdo, que eventualmente podem
evoluir para uma ampla variedade de caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas (Relyea et al.,
2018). Essa plasticidade fenotipica, que representa como determinados genotipos se
expressam em ambientes distintos, reflete a influéncia do meio na amplitude da variacdo
fenotipica (Pigliucci, 2001).

A sensibilidade ao ambiente desempenha um papel crucial na adaptacdo fenotipica,
uma vez que a plasticidade fenotipica, ao afetar os fenotipos sujeitos a pressoes de selegao,
influenciard como a selecdo afeta a varidncia genética disponivel para uma resposta
adaptativa. Da mesma forma que a variagdo genética disponivel, o padrdo de plasticidade
fenotipica também € mais proximo em espécies filogeneticamente mais proximas, refletindo,
grosso modo, a relagdo filogenética entre as espécies (Chevin e Lande, 2010; Wood e Brodie,
2016). Por esse motivo, inferéncias filogenéticas entre espécies podem ajudar a mapear
mudangas dos caracteres no contexto de sua diferenciagdo, permitindo melhor inferéncia
sobre congruéncias historicas e magnitude da mudancga adaptativa e com isso permitir melhor
entendimento das forcas evolutivas subjacentes e do sinal filogenético existente nos
caracteres estudados.

Associar estudos filogenéticos e abordagens que quantificam a plasticidade fenotipica,
assim, ¢ relevante para avaliar as repercussdoes do sinal filogenético em caracteres

morfoldgicos ou ecologicos e pode revelar a influéncia da plasticidade e restrigdes evolutivas
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em sua evolugdo (Blomberg, 2003; Gomez-Cendra et al., 2016; Gomez-Mestre et al., 2008;
Relyea, 2018).

Muitos estudos associam o potencial efeito ecologico das plantas hospedeiras no
desenvolvimento de insetos a elas associadas (Nel et al., 2018). Esta associagdo ¢
particularmente importante em moscas-das-frutas da familia Tephritidae que tanto
apresentam espécies com associacdo especifica a uma ou poucas plantas hospedeiras, como
também apresentam outras espécies mais generalistas que s@o inclusive consideradas pragas
agricolas infestando uma ampla variedade de frutas e culturas vegetais (Norrbom et al.,
1999a, 2015; Norrbom, 2004a; Norrbom e Korytkowski, 2009, 2011, 2012), que estdo
principalmente nos géneros Rhagoletis, Ceratitis, Bactrocera, e Anastrepha (Shiner)
(Gomez-Cendra, 2016).

O género Anastrepha (Shiner), que em recente revisdo incorporou Toxotrypana, que
era considerado sua espécie irma (Norrbom et al., 2018) ¢ o mais comum na América dos Sul
e com maior nimero de espécies de moscas-das-frutas de regido tropical, com mais de 300
espécies (Aluja, 1994; Norrbom et al., 1999). Anastrepha ¢ dividido em 23 grupos baseados
principalmente por caracteres morfoldgicos (Norrbom e Korytkowski, 2009; Norrbom et al.,
2012; Norrbom et al., 2018). Um recente trabalho analisou 146 espécies do género
Anastrepha, que representam 19 dos 23 grupos, para investigar as relagdes filogenéticas de
Toxotrypanini, incluindo Anastrepha, Toxotrypana e Hexachaeta, utilizando trés marcadores
mitocondriais (16S, CAD e COI) e trés nucleares (EFla, PER e PGD) e encontrou que o
género Anastrepha+Toxotrypana e o género Toxotrypana sao monofiléticos, este ultimo
originado dentro de Anastrepha (com alto suporte) sugerindo sua parafilia (Mengual et al.,
2017), o que levou a sinonimizacdo de destes dois géneros. Apesar do grande ntimero de

espécies investigadas e do numero de marcadores moleculares, diversas relagdes entre grupos
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ainda ficaram ndo resolvidas, mas foi possivel dar suporte a relagdo dos grupos daciformis,
dentata, leptozona, raveni e striata. J& o grupo serpentina foi reconhecido com menor
suporte, € os grupos fraterculus e pseudoparallela em geral tiveram bom suporte com
pequenas alteracdes. O grande clado que compreende os grupos pseudoparallela, spatula,
ramosa, doryphoros, grandis, serpentina, striata, fraterculus foi recuperado, mas sem forte
suporte estatistico. Embora as 20 espécies do grupo fraterculus estudadas tenham formado
um grupo monofilético, h4 ainda pouco suporte tanto para as relacdes de parentesco entre as
diferentes espécies do grupo, que abrange as espécies de maior importancia econdmica, bem
como para as relagcdes com diferentes grupos (Mengual et al., 2017).

Dada a importancia econdmica de Anastrepha, em especial do grupo fraterculus,
muitos estudos ja& abordaram seus aspectos genéticos e morfologicos (Bomfim et al, 2011;
Hernandez-Ortiz et al., 2015; Orofio et al., 2013; Perre et al., 2014). Estes estudos em geral
tém revelado alguns marcadores morfoldgicos considerados tteis tanto para a identificagdo
de grupos no género, como também para a identificacdo de espécies mais proximamente
relacionadas. Em sua grande maioria, a identificacdo das espécies ¢ primariamente feita
considerando-se o aculeo da fémea, o tamanho do corpo e o padrdo da asas, caracteres
complexos que provavelmente tém heranca multifatorial (Stone, 1942). Muito embora,
varios estudos tenham abordados diversos aspectos morfologicos (Bomfim et al, 2011;
Hernandez-Ortiz et al., 2015; Orofio et al., 2013), falta ainda uma andlise mais rigorosa do
sinal filogenético presente em tais caracteres e suas implicacdes na diferenciacdo associada a
exploragdo de hospedeiros.

Um aspecto que tem sido pouco investigado na caracterizagdo morfologica de espécies
de Anastrepha do grupo fraterculus ¢ a influéncia da planta hospedeira no seu

desenvolvimento, principalmente a influéncia dessa interagdo em caracteristicas bioquimicas,
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genéticas e mesmo morfoldgicas que pode indicar um processo de plasticidade fenotipica
reflexo de sua adaptacdo (Norrbon et al., 2015). Alguns trabalhos encontraram diferencas
genéticas em moscas derivadas de hospedeiros diferentes, utilizando loci ISSR (Orofio et al.,
(2013) que foram associadas a diferengas em caracteres morfologicos entre moscas adultas
das mesmas popula¢des usando uma abordagem multivariada (Gémez-Cendra, et al. 2016).
Por sua vez, um estudo feito em pomares brasileiros com A. fraterculus ndao encontrou
diferencas genéticas em analises de isozimas de moscas derivadas de frutos diferentes
(Malavasi e Morgante, 1983).

Moscas do género Anastrepha, principalmente do grupo fraterculus, assim como outros
insetos fitéfagos, sdo importantes modelos para o estudo de mecanismos de adaptacdo a
hospedeiro e seu papel na divergéncia interespecifica, devido a intima relagdo destes com
plantas hospedeiras ao longo de seu desenvolvimento que tem consequéncias na vida adulta
(Schoonhoven, 2005). Em um modelo como esse, a utilizacdo de estratégias da genética
quantitativa para fazer o particionamento de gradientes de selecdo pode revelar a influéncia
de cada hospedeiro sob caracteres sob selecdo (Gomez-Cendra, 2016; Wood e Brodie, 2016)
e indicar ndo apenas que caracteres apresentariam maior plasticidade fenotipica e adaptacdo a
diferentes hospedeiros e que caracteres seriam mais fiéis a contingéncia historica, ou seja as
relacdes filogenéticas. Assim, a combinacdo de abordagens de analise morfométrica (testando
o sinal filogenético, métodos filogenético comparativo — Adams e Collyer, 2018) com
estratégias para se medir a resposta a selecdo (aplicando a equagdo de Lande, 1979) tem o
potencial de auxiliar no entendimento de processos adaptativos e identificar os caracteres
mais confidveis para a identificacdo de espécies e que caracteres seriam mais plasticos, e que
poderiam até mesmo ser Uteis para indicar de que hospedeiros determinadas moscas teriam

eclodido.
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A caracterizacdo das mudancas morfoldgicas que diferenciam espécies pode ser obtida
pelo uso de métodos morfométricos geométricos (GM), que capturam as variaveis de forma
multidimensional e as quantificam em um contexto filogenético (Collyer et al., 2015). Por
outro lado, para investigar a resposta de caracteristicas, estudos de plasticidade fenotipica
permitem explorar os efeitos ambientais por meio de uma matriz de varidncia-covariancia
fenotipica (P) para entender a evolugdo de caracteristicas complexas (Roff et al., 2000;
Chevin e Lande, 2015). A estrutura de covariancia da matriz P baseada na equacdo de Lande
(1982) quando invertida permite extrair a magnitude dos gradientes de sele¢do diretamente
dos caracteres. A covariancia também revela a correlacdo devido a um potencial efeito
pleiotropico em uma estrutura genética e permite prever tanto padrdoes de respostas
compartilhadas a sele¢cdo, quando identificar tendéncias especificas das caracteristicas em um
contexto evolutivo (Savell et al., 2016).

No presente estudo, utilizamos de uma abordagem multivariada para analisar padrdes
de evolucdo de diversos caracteres morfologicos em espécies do género Anastrepha. O
objetivo principal desse estudo € testar a existéncia de sinal filogenético em caracteres
frequentemente utilizados na identificacdo e diferenciagdo de espécies desse género e
comparar com o padrdo encontrado em outros caracteres morfologicos. Assim, a avaliagdo da
presenca de sinal filogenético nestas estruturas permite identificar se a variagdo morfologica
apresenta estruturacdo filogenética, indicando sua adequagdo para identificagdo de espécies,
ou se esta ¢ diluida por influéncia ambiental, indicando plasticidade. Para tanto, avaliamos
inicialmente padrdes morfoldgicos em um contexto filogenético de diversas espécies
representativas da diversidade do género Anastrepha, mas também testamos e quantificamos
a influéncia ambiental de diferentes hospedeiros sobre duas das mais importantes espécies do

grupo fraterculus, A. obliqua e A. fraterculus sp 2. Primeiramente, dentro de uma abordagem
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univariada inferimos se ha diferengas entre nove medidas lineares de moscas advindas de trés
hospedeiros de uma mesma populagdo que possam refletir adaptacdo e plasticidade a
diferentes hospedeiros que possam interferir em nossa capacidade de identificagcdo e
separacdo de espécies no grupo.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Dados para analise do sinal filogenético da forma e distancias lineares

A coleta de frutos contemplou uma diversidade de hospedeiros que permitisse
amostrar a maior amplitude de grupos de espécies do género Anastrepha, priorizando
espécies do grupo fraterculus. Os frutos coletados foram mantidos em recipientes com
vermiculita até as larvas de mosca-das-frutas empuparem, quando estas eram entdo
transferidas a recipientes de 30 x 30 x 40 cm, onde o ciclo é completado até a emergéncia e
maturacdo dos adultos, a uma temperatura de 27°C com 70% de umidade e fotoperiodo
natural.

Os individuos sexualmente maduros foram identificados seguindo a descri¢dao
taxondmica de Zucchi (2000) e posteriormente congelados em freezer -20°C para o
procedimentos de montagem e medi¢do. Em fun¢do da importancia do actleo como carater
taxondmico, restringimos nossas analises a fémeas sexualmente maduras.

Amostras de diversos frutos hospedeiros permitiram a amostragem de nove espécies
de Anastrepha pertencentes a cinco grupos diferentes: grupo striata (Anastrepha bistrigata -
Abis, n=19); grupo grandis (A. grandis — Agra, n=19); grupo pseudoparallela (A.
pseudoparallela - Apse, n=9; grupo serpentina (4. serpentina - Aser, n=13); grupo
fraterculus (A. distinta - Adis, n=33; A. sp2 aff- fraterculus - Afra, 45; A. sororcula - Asor,

n=18; A. obliqua - Aobl, n=296; A. turpiniae - Atur, n=31) (Tabela S1).
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Cada individuo foi seccionado em quatro estruturas: asa direita e aculeo foram
permanentemente montados em um lamina sob uma laminula com bélsamo do Canadé, a
cabeca e torax foram montados em um suporte com régua visivel para evitar distor¢ao
durante a digitalizagdo. As imagens foram digitalizadas usando o estereomicroscopio
Olympus (Olympus SZX7) com camera acoplada. As coordenadas de “landmarks” e as
medidas lineares das estruturas foram adquiridas usando tpsDIG2 (Rohlf, 2014), os marcos
anatomicos (landmarks) e medidas euclidianas utilizados estdo descritos na Tabela S2 e na
Figura S1, compreendendo um total de 14 marcos anatdomicos posicionados na asa direita, 7
no aculeo, quatro na perna, 16 na cabega e quatro no toérax. Estes marcos anatdmicos foram
alinhados usando uma analise generalizada de Procrustes (GPA; Rohlf e Slice, 1990), em que
as superposicdes removem fatores de tamanho, posi¢do e orientacdo das coordenadas da
forma. A GPA foi realizado utilizando o pacote geomorph v.3.06 (Adams et al., 2016), no
qual foi também feita a checagem de “outliers” com a ferramenta plotOutliers Nove
distancias lineares foram medidas, trés no actleo (AA, AWS e AWN), duas na cabeca (HEL e
HW), duas na asa (WL e WW) e duas no térax (TL e TW). Para ambas as abordagens
utilizadas nas andlises morfoldgicas, de marcos anatdmicos e distancias euclidianas, medimos
a associacdo entre as duas réplicas dos individuos usando procedimento de Lessels e Boag
(1987) na fun¢do CalcRepeatability do pacote evolqg (Melo et al., 2015).

3.2.2. Dados para avaliar a plasticidade

As mesmas medidas descritas acima também foram utilizadas para avaliar o efeito de
diferentes hospedeiros em duas espécies polifagas, analisando matrizes de variancia e
covariancia morfologicas que permitem particionar o efeito da plasticidade (van der Linde e
Houle, 2009; Mérquez et al., 2012) (Table S1, S2). As espécies utilizadas nesta andlise foram

Anastrepha obliqua, n = 296 (total nascido de trés hospedeiros distintos) e Anastrepha sp2
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aff. fraterculus, n = 89 (total nascido de trés hospedeiros distintos), que sdo frequentemente
encontradas explorando diferentes plantas hospedeiras. Nesta andlise, comparamos
individuos de uma populacdo de Anastrepha sp2 aff. fraterculus coletadas de trés
hospedeiros, Eugenia uniflora (Af Eu), Eugenia brasiliensis (Af Eb) e Psidium guajava
(Af Pg) na cidade de Belo Horizonte-MG (19°51'9"S 43°59'37"W). Analisamos também uma
populacdo de Anastrepha obliqua coletada de trés hospedeiros distintos, Spondias dulcis
(Ao_Sd), Eugenia pyriformes (Ao _Ep) e Averrhora carambola (Ao Ac) na cidade de Sao
Carlos, SP (22°1'34"S 47°54'27"W) (Table S1, S2).

3.2.3.Analise Estatistica

3.2.4. Métodos Comparativos Filogenéticos

As divergéncias inferidas por marcos anatomicos e por distancias euclidianas foram
comparadas com a divergéncia filogenética inferida por dados genéticos para avaliar o sinal
filogenético destes caracteres.

Dados de transcriptomas gerados de individuos das mesmas populagdes das nove
espécies aqui investigadas (Congrains, 2017), coletados a mesma época, foram utilizados
para se fazer uma inferéncia das relagdes filogenéticas entre as mesmas (Figura S2). A
montagem e alinhamento foram feitos de acordo com procedimentos descrito em Congrains
(2017). Foram retidos apenas genes para os quais todo o CDS estivesse completo e presente
em cada uma das espécies aqui estudadas, perfazendo um total de 3964 genes. Os dados
destas sequéncias foram alinhados por MAFFT (Katoh, 2017) e as arvores filogenéticas
foram inferidas para cada gene por maxima verossimilhanga usando RAXMLvS (Stamatakis,
2014) sob o modelo GTRGAMMA. As topologias inferidas para cada gene foram utilizadas
como input para a inferéncia de uma arvore de espécies utilizando o software Astral (Zhang

et al., 2017) dado o conjunto de arvores de genes ndo-enraizadas sob um modelo coalescente.
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Para a edicdo de ramos, utilizamos a funcdo “drop.tip" do pacote ape v.5 no ambiente R
(Paradis, 2004, 2017).

Para testarmos sinal para a forma das estruturas aplicamos uma estatistica K
generalizada multivariada com teste de permutacdo em que valores randomizados de K
(Blomberg’s K) s@o obtidos em cada permuta¢do, com 1.000.000 de iteracdes (Kmult, Adams
2014) sob um modelo de evolucdo Browniano (BM) (Blomberg et al., 2003; Harmon e Glor
2010), de forma que valores de K,pseraso < 1.0 demonstram um menor sinal filogenético do
que o esperado, enquanto Kpservado > 1 indicam dados com maior sinal filogenético do que o
esperado.

Para as distancias euclidianas, aplicamos os indices A (Lambda) (Pagel 1999), K, K.star
(Blomberg et al. 2003), Indice 7 de Moran (Gittleman e Kot 1990) e Cmean (Abouheif 1999),
utilizando o pacote phylosignal (Keck et al., 2016) em R version 3.3.3 (R Core Team 2017).
Os trés primeiros parametros assumem o modelo BM para evolugdo dos caracteres. O A de
Pagel fornece a dependéncia filogenética nos caracteres observados assumindo o BM como
modelo evolutivo, para estimar a matriz de covariancia esperada, testando se os dados se
encaixam em BM, e pode apresentar valores maiores que 1 (ndo frequentemente, por utilizar
a diagonal das matrizes), indicando maior similaridade esperada. J& o K de Blomberg
funciona como acima descrito, indicando a magnitude do sinal, sendo que valores altos de K
indicam forte similaridade entre as espécies relatadas seguindo BM (Blomberg et al., 2003).
O indice K.star mede ¢ a razdo entre os quadrados médios calculados a partir dos dados
observados assumindo uma filogenia estrela com pontas contemporaneas ou a topologia de
fato observada (Blomberg et al., 2003).

Os indices / de Moran ¢ o Cmean de Abouheif sdo indices de autocorrelagdo nao

baseados em modelos evolutivos e ndo fornecem informag¢do da magnitude do sinal

61



filogenético (Munkemuller, 2012). O indice / de Moran compara o valor de cada carater de
um taxon com média ponderada de outros faxa relacionados para detectar autocorrelagdo
filogenética (Gittleman and Kot 1990), sendo que o valor esperado sob a hipdtese nula ¢ dado
por I, = 1/(nl). Se o valor observado de [ for significativamente maior que /, os valores de x
serdo positivamente autocorrelacionados indicando similaridade, enquanto se / < I, indicara
autocorrelagdo negativa, ou uma dissimilaridade, ja valores proéximos de zero indicam uma
possivel distribui¢do aleatoria. O teste Cmean de Abouheif ¢ um teste de interdependéncia
baseado no quadrado das diferengas das espécies mais proximas, sendo uma adaptagdo da
autocorrelagdo para aplicacdo filogenética e quantifica o nivel de correlagdo dos caracteres
observados sem providenciar um modelo para explicar a variacdo.

Para visualizar e investigar os padrdes evolutivos utilizamos a abordagem
filomorfoespago (sensu Sidlauskas, 2008), na qual a filogenia foi projetada no morfoespaco
(médio) inferido dos marcos anatdmicos mensurados e distancias euclidianas, permitindo
detectar a trajetoria das mudangas evolutivas nas formas e distdncias nos dois primeiros eixos
do espago usando Analises de Componentes Principais (PCA)(Serb et al., 2017). Para testar
as diferencas entre as formas e distdncias das espécies do grupo fraterculus, usamos
MANOVA nos scores dos PCs (componentes principais).

Para testar se a divergéncia das espécies ocorreu seguindo um modelo aleatorio, ou foi
direcionada por selecdo em fun¢do da matriz ancestral, reconstruida a partir das espécies de
interesse, realizamos testes de deriva usando o pacote evolqg (Melo, 2015). A regressao
compara se as matrizes W (matrizes ponderadas dentro dos ramos, construida usando a
ferramenta PhyloW) e B (matriz inferida pelos comprimentos entre os ramos, correspondente
a variancia dos contrastes filogenéticos independentes — phylogenetic independent constrasts

— PIC) apresentam desvios de proporcionalidade. A hipotese nula de deriva sé € rejeitada se a
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inclinagdo nos nds da filogenia estiver significativamente acima ou abaixo dos limites da
deriva (Ackermann e Cheverud, 2000).

Subsequentemente, aplicamos o teste de correlacdo dos PCs, no qual o produto da
correlacdo de Pearson ¢ aplicado sobre os PCs da matriz (o autovetor da matriz W, usando
PIC), sendo que a existéncia de correlagdo pode indicar pressdes seletivas correlacionando
ou co- selecionado as dimensdes. A hipdtese nula de deriva so é rejeitada quando em pelo
menos um par de comparagdes houver correlacdo significante apos a corre¢do de Bonferroni
(n-1, n=numero de espécies).

3.2.5. Analises de plasticidade

Para testarmos a presenca de selecdo e plasticidade nos caracteres em resposta a
diferentes hospedeiros, aplicamos modelos lineares gerais ajustados para investigar o efeito
da plasticidade fenotipica em resposta a diferentes hospedeiros em duas espécies polifagas do
grupo fraterculus, A. obliqua e A. sp2 aff. fraterculus, além de testes com regressdo linear
simples (Tabela S7). Nos ajustamos o modelo considerando o fruto hospedeiro como efeito
fixo, permitindo predizer a plasticidade dos nove caracteres. Assim, o modelo misto
Bayesiano além de permitir extrair os vetores de plasticidade para as trés frutas hospedeiras
utilizadas por cada espécie, também avalia a matriz de varidncia/covariancia genética (matriz
P) para cada espécie amostrada. O vetores de plasticidade consistem em uma distancia
inferida para cada caracteristica que foi construido com base na distribui¢do do modo
posterior do modelo (Lind et al., 2015). O modelo foi executado em 200.000 iteragdes
MCMC amostradas em intervalos de 1.000 iteragdes apds um burn-in de 15.000 iteragdes
para estimar os componentes de varidncia e suas correlagdes genéticas, implementado no

pacote MCMCglmm com distribui¢do Gaussiana (Hadfield, 2010).

63



A matriz P inferida para cada espécie permite prever a diregdo da divergéncia
fenotipica, uma boa predicdo da dire¢do de selecdo. A resposta evolutiva de uma
decomposicdo de um conjunto de caracteristicas quantitativas pode ser descrita pela equagdo:

Az = G, (1)

em que Az € o vetor de diferencas em médias fenotipicas para caracteristicas entre geracoes,
B ¢ o vetor de gradiente esperado de sele¢do e G ¢ a matriz genética aditiva de
variancia/covariancia (Lande, 1979). No caso, utilizamos a matriz P (matriz fenotipica)
seguindo a “Conjectura de Cheverud”, no qual as matrizes G e P sdo altamente similares e
correlacionadas, pela dindmica evolutiva a que ambas sdo submetidas, de forma que P pode
ser potencial substituta de G devido as dificuldades em se estimar a matriz G (Cheverud,
1988; 1996).

Uma vez obtida a matriz P, podemos prever os Az esperados com base na estrutura de
covaridncia para comparar com os Az observados para cada fruto hospedeiro, reconstruidos a
partir dos vetores de gradiente de sele¢do usando P (inverso da matriz P) (Lande, 1979;
Lofsvold, 1988; Cheverud, 1996).

Em geral, insetos herbivoros podem exibir plasticidade fenotipica quando emergem de
plantas hospedeiras diferentes e isso pode ter um efeito significativo sobre a mudanca
evolutiva no uso do hospedeiro. Testamos a hipdtese nula de que individuos da mesma
espécie provenientes de frutos hospedeiros diferentes ndo apresentam diferenca morfoldgica
significativa. Alternativamente se detectamos diferenga significativa, estimamos o quanto
desta mudanga ¢ em funcdo da plasticidade, a qual pode conduzir a uma associacio
adaptativa a planta hospedeira por uma resposta evolutiva a selegdo (Wang et al., 2017).

Assim, nos predizemos os vetores de plasticidade para cada hospedeiro (baseados na

distribuicdo posterior de cada modelo) e inferimos a correlacdo destes vetores (e angulos
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entre as respostas) com a resposta de plasticidade a selecdo (Az para cada hospedeiro);
gradientes de selec@o (), € o maior eixo de variagdo da matriz P de variancia-covariancia (V-
CV) de cada espécie (Puma) (primeiro componente da matriz fenotipica) (Robinson e
Beckerman, 2013).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Métodos comparativos filogenéticos

A repetibilidade variou entre 0.92 e 0.997 para a forma das estruturas analisadas
(aculeo, asa, cabega e torax), enquanto para as nove distancias euclidianas variou entre 0.72 e
0.94, indicando que a variancia devido ao erro ¢ baixa. Nos analisamos 486 individuos para
a forma das quatro estruturas e 418 individuos para as nove distancias entre nove espécies
para cada estrutura. A média e desvio-padrdo dos fendtipos aqui utilizados estdo na tabela
S4).

Para avaliarmos a tendéncia do padrdo filogenético na evolugdo morfoldgica, nos
combinamos os dados morfoldgicos, com a arvore filogenética, a qual representa a distancia
resultante estimada por CDS completos (3964) (Congrains, 2017) para todas as espécies aqui
estudadas,. O teste de sinal filogenético para as nove espécies entre grupos e dentro do grupo
fraterculus para forma e tamanho do centréide utilizando a estatistica K de Blomberg
mostrou que a forma da asa ¢ menos similar do que o esperado sob movimento Browniano
(K<I) quando comparamos os grupos de espécie amostrados aqui e mais similar do que
esperado entre espécies do grupo fraterculus (Tabela 1), enquanto o tamanho do centrdide,
que representaria as diferengas alométricas, ndo apresentou indice significativo. Os testes
para avaliar sinal filogenético para forma e tamanho do centroide para aculeo, cabeca e torax
ndo indicaram indices significativos. Os testes filogenéticos para as distancias euclidianas,

por se tratar de tamanhos amostrais restritos, foram computados incluindo outros métodos
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(CMeans, Indice 7 de Moran, K-Star e A de Pagel). O indice CMeans indicou que AA e AWN
podem ser mais similares entre os grupos do que o esperado; ja o Indice 7 de Moran e o K-
star indicam que as espécies se assemelham mais do que esperado para AA, AWN e HEL,
enquanto HW, WL e WW se assemelham menos do que esperado. J4 o K de Blomberg e o A
de Pagel mostram que a variacdo em AA ¢ compativel com as relagdes filogenéticas sob BM.
Um A de Pagel maior que 1 sugere que a taxa de evolugdo de uma caracteristica ¢ maior na
raiz do que nas pontas (Tabela 1). A comparacdo dentro do grupo fraterculus revelou que de
acordo com os testes K de Blomberg e K.star apenas AA pode apresentar estruturacio
filogenética, enquanto o / de Moran evidencia menor autocorrelagdo do que esperado, no
entanto, a auséncia de sinal para as outras medidas sugere que a distribui¢do da variagdo
morfoldgica provavelmente ndo ¢ explicada unicamente pela estrutura filogenética sob BM
(Tabela 1) (Keck et al., 2016).

Os graficos do filomorfoespago (combinacdo das médias com a arvore filogenética)
para as distdncias euclidianas mostraram o grupo fraterculus estruturado e separado dos
outros grupos, embora esta separa¢do apresente ramos mais curtos para aculeo e asa,
evidenciando alta proximidade entre as espécies dentro do grupo. Ja os graficos do
filomorfoespago da forma ndo mostraram a mesma estruturacdo para o grupo fraterculus,
uma vez que observamos alguns ramos cruzando o morfoespago de outros grupos, como A.
sororcula na forma do aculeo (Figura 1 - B) ou intercruzando o morfoespago do grupo
fraterculus, como A. bistrigata para a forma da asa (Figura 1 - D) ou até mesmo apresentando
ramos muito curtos com sobreposicdo como para o torax (Figura 1 — H).

A Anidlise de Componentes Principais (PCA) realizada para as distancias euclidianas
(Figuras 2 a, c, e, g) e para os dados de marcos anatomicos (analise da forma) do actleo, asa,

cabega e torax (Figura 2 b, d, f, h) mostraram pouca divergéncia na distribui¢do da variagdo,
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sendo insuficiente para separar completamente as espécies do grupo fraterculus,
principalmente, pela ampla variag¢do intraespecifica (Figura 2) (distancias euclidianas- PC1:
62.07-90.25%; forma- PC1: 35.31-65.4%).

Apesar da pouca divergéncia dentro do grupo fraterculus, as MANOVAs realizadas nos
escores dos PCs para os dados da forma de cada estrutura demonstram diferengas
significativas dentro do grupo fraterculus para actleo (F4345= 24.082, Pillai = 1.66, p=2.2e-
16), asa (Fs406= 18.214, Pillai =2.1243, p = 2.2e-16), cabeca (F4355 =7.2154, Pillai = 1.5076,
p=2.2e-16) e torax (Fss1= 73.45, Pillai = 1.6702, p= 2.2e-16). Da mesma forma, as
MANOVAs feitas a partir os PCs derivados das distancias euclidianas evidenciaram
separacdo para aculeo (F4 361 156.51, Pillai = 1.90, p = 2.2e-16), asa (F43 = 195, Pillai =
1.3672, p = 2.2e-16), cabeca (F43= 88.597, Pillai = 0.99076, p= 2.2e-16), torax (Fiz61=
29.383, Pillai = 0.49122, p = 2.2e-16). Portanto, as MANOVAs realizadas para os PCs da
forma da estruturas e para as distancias euclidianas nao evidenciaram diferengas robustas que
nos permitissem identificar diferentes espécies do grupo fraterculus.

Apos a obtencdo das matrizes baseadas em nove caracteres para todas as espécies e 0s
testes acima descritos, reconstruimos a matriz ancestral, aplicamos o teste de regressdo entre
as matrizes B e W, o qual apontou deriva como uma das principais for¢as atuantes na
mudanca morfoldgica ao longo da estrutura¢do dos grupos. No entanto, o teste de correlagao
dos PCs da matriz ancestral indicou que a selecdo pode ter conduzido a evolugao morfolégica
para estas espécies em uma dada dire¢do, porque revelou que os PC1, PC2 e PC3 foram
correlacionados para o n6 10 (mais basal), bem como os PC2 e PC3, da mesma forma que
outros nds mostraram correlacdo significativa em pelo menos uma comparacao entre os PCs
de maiores e menores valores (Tabela S5, Figura S2).

3.3.2.Plasticidade
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Os resultados sugerem ampla distribuicdo da variagdo intraespecifica para diversos dos
caracteres aqui investigados, desta forma testamos o efeito da plasticidade fenotipica e da
selecdo como fator preponderante em direcionar a variag¢do, possivelmente dissipando o sinal
filogenético para os caracteres e espécies do grupo fraterculus aqui estudados.

Nas analises de regressdo linear aplicadas nas distancias fenotipicas (com médias e
desvio-padrdo na Tabela S4) de A.obliqua (Nuvaia= 32; Ncajamanga = 205 Ncaramboa=243) € A. sp2
aff. fraterculus (Ngrumichama = 10; Ngoiara=38; Npianga=41), €ncontramos indicios de plasticidade, ja
que a maioria das distancias lineares indicou influéncia significativa da planta hospedeira e
apresentou diferencas entre os espécimes que exploraram distintos hospedeiros (Tabela S7,
Figura S3 e S4).

Buscando entender o efeito das plantas hospedeiras sobre as caracteristicas, estimamos
as matrizes de variancia-covariancia fenotipica (P) de cada espécie. Para A. obliqua, os
caracteres do actleo ndo apresentaram correlagdo entre si € nem com outros caracteres. O
comprimento do olho (HEL) foi positivamente correlacionado com a largura da cabega (HW),
e também com o comprimento (WL) e largura da asa (WW), comprimento (TL) e largura do
torax (TW). WL apresentou significativa correlagdo positiva com WW, TL e TW, enquanto os
caracteres do torax foram correlacionados entre si. Comparagdes em A. fraterculus revelaram
mais associacdo entre medidas das mesmas estruturas, mostrando correlagdes positivas entre
AWS-AWN, HEL-HW, WL-WW e TL-TW. Para a comparagdo entre estruturas, foram
encontradas correlagdes positivas significativas em HEL com TL e TW (Tabela 2).

O vetor normalizado de plasticidade baseado em multiplos caracteres, extraido da
distribui¢do posterior apos aplicagdo do modelo geral misto completo, permitiu particionar o
efeito de cada hospedeiro nas duas espécies, indicando que as plantas hospedeiras

impactaram as distincias lineares em diferentes magnitudes (Tabela 3). Moscas 4. obliqua
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crescidas em uvaia (Ao _Ep) apresentaram o maior efeito negativo (no dpice do aculeo),
enquanto moscas de cajamanga (Ao_Sd) o maior efeito positivo (no comprimento dos olhos).
Ja em A. fraterculus, moscas emergidas de pitanga (Af Eu) mostraram maior efeito negativo
(no comprimento das asas), enquanto moscas nascidas de goiaba (Af Pg) o maior efeito
positivo, no apice do aculeo.

Para testarmos a hipdtese de associagdo adaptativa ao hospedeiro, testamos o
alinhamento dos vetores normalizados entre moscas que eclodiram de frutos diferentes. Para
A. obliqua, moscas que sairam de carambola (Ao _Ac) mostraram correlacdo negativa (9 = -
0,95) tanto com moscas que sairam de uvaia (Ao_Ep), quanto com moscas derivadas de
cajamanga (Ao _Sd), revelando que os vetores estdo em dire¢do oposta, impactando as
caracteristicas das populagdes distintamente. Por outro lado, moscas de uvaia e cajamanga
exibiram correlagdo positiva (6 = 0,84) que indica um alinhamento entre esses vetores que
possivelmente afeta os caracteres de forma semelhante. Em A. fraterculus, o teste de
alinhamento aplicado entre vetores de moscas derivadas de grumichama (Af Eb) revelou
correlacdo negativa na comparagdo com moscas saidas de pitanga (Af Eu) (6 = -0,91), bem
como com moscas criadas em goiaba (Af Pg) (8 = -0,84), evidenciando potencial impacto
distinto. Por sua vez, moscas eclodidas dessas duas Ultimas (pitanga e goiaba) mostraram
correlacdo positiva, indicando impactos similares nos caracteres medidos (6 = 0,59).

Para avaliarmos se a varidncia genética apresentou associacdo significativa a
plasticidade fenotipica, testamos o alinhamento entre o vetor de plasticidade de cada
hospedeiro (Plast) e o maior eixo de variagdo da matriz de varidncia e covariancia de cada
espécie (Pmax). Encontramos um alinhamento moderado positivo entre o vetor de plasticidade
de carambola (Ao _Ac) € Puax a0 (8 = 0,38, PC1 = 37.69%) em A. obliqua, entre o vetor de

grumichama (Af Eb) € 0 P ar (0 = 0,48, PC1=27.68%) em A. sp2 aff. fraterculus. Para as
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outras plantas-hospedeiras ndo conseguimos encontrar um alinhamento positivo (Tabela 3).
Além disso, testamos a associacdo dos vetores de plasticidade com a resposta evolutiva (Az),
bem como os gradientes de selecdo () , nesta predicdo encontramos tanto os vetores de
resposta 4 selecdo quanto de sele¢do altamente correlacionados com os vetores de
plasticidade para ambas as espécie na maioria dos hospedeiros, dado que indica possivel
adaptacao ao hospedeiro (Tabela 4, Tabela S6).
3.4. DISCUSSAO

A investigagdo da variagdo morfoldgica intra- e interespecifica utilizando uma
abordagem multivariada permite compreender padrdes adaptativos e a magnitude da resposta
a selecdo e da plasticidade fenotipica (King, Roff e Fairbairn, 2011). Com base em um
modelo linear misto, investigamos a influéncia de diferentes plantas hospedeiras na
morfologia de duas espécies polifagas, A. sp2 aff. fraterculus e A. obliqua, que revelaram
diferengas entre diferentes hospedeiros, cuja a magnitude variou entre os diversos caracteres
mensurados. Esse indice, medido pela plasticidade de moscas emergidas de diferentes
espécies de hospedeiros, influenciou principalmente o 4pice (AA) e a largura da se¢do ndo-
serrada do actileo (AWN), o tamanho do olho (HEL), a largura da cabeca (HW), e o tamanho
(WL) e largura da asa (WW) para ambas as espécies, que também mostraram efeito
significativo dos hospedeiros por modelos lineares simples (Tabela S7). As caracteristicas
foram escolhidas ndo apenas porque sdo relevantes na identificagdo de espécies e grupos de
espécie de Anastrepha (Hernandez-Ortiz et al., 2004, 2012, 2015) mas também por estarem
envolvidas direta ou indiretamente em diferentes fungdes, tais como na escolha de parceiro,
corte, acasalamento e oviposi¢do, o que faz com que possam estar sujeitas a diferentes

mecanismos seletivos (Rodriguero et al., 2002a, b).

70



O alinhamento entre os vetores de plasticidade também evidenciou que os hospedeiros
impactam os caracteres em diferentes magnitudes nas duas espécies estudadas. Em A.
obliqua, moscas derivadas de cajamanga (Ao Ep) e uvaia (Ao _Sd) mostraram uma
correlacdo positiva (0 = 0.84), indicando que seus caracteres respondem similarmente a estes
hospedeiros (Tabela 3), enquanto correlacdes negativas entre os vetores indicam que os
hospedeiros impactam os caracteres de maneira oposta. Também encontramos um padrao
semelhante para 4. sp2 aff. fraterculus, em que moscas emergidas de pitanga e goiaba
apresentaram correlagdo positiva (0 = 0.59), indicando que seus caracteres medidos foram
impactados de forma semelhante.

Encontramos associacdo entre as espécies e seus hospedeiros quando os vetores de
plasticidade estdo alinhados com os vetores Az (resposta a selecdo), o que foi observado para
a maioria dos hospedeiros tanto em A. fraterculus como em A. obligua. Como as moscas
derivadas de hospedeiros diferentes ndo foram investigadas para avaliar se apresentam
diferencas genéticas, ¢ possivel que esteja havendo adaptagdo a frutas distintas, ou mesmo
diferenciac¢do populacional, refletindo uma subestrutura populacional. Embora isso tenha sido
reportado em moscas A. fraterculus derivadas de hospedeiros diferentes na Argentina (Orofio
et al.2013), consideramos que isso seja pouco provavel que esteja acontecendo entre estas
populacdes, ndo apenas porque outros estudos realizados com A. fraterculus no Brasil
(Malavasi e Morgante, 1983), ou com 4. obliqua na Colombia (Aguirre-Ramirez et al.,
2017), ndo encontraram esta diferenciacdo entre moscas emergidas de hospedeiros diferentes.
Como A. fraterculus e A. obliqua sdo polifagas e multivoltinas, é possivel que as moscas
surgidas de frutas diferentes em areas proximas representem uma Unica populagido genética,

particularmente em se considerando a grande similaridade genética encontrada para essas
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espécies mesmo para areas muito mais extensas (Sobrinho e de Brito, 2010, 2012; Diaz et al.,
2018).

Como nossos dados sugerem que haja uma diferenca morfoldgica entre moscas
emergidas de hospedeiros diferentes, e € pouco provavel que isso esteja associado a uma
subestrutura populacional, ¢ possivel que esta diferenciacdo seja reflexo de plasticidade
fenotipica que pode estar modulando e promovendo a evolugdo de caracteres alinhada a
resposta a selecdo (Draghi e Whitlock, 2012). Contudo, devemos considerar que a matriz de
variancia / covariancia determina o padrdo de resposta dos fenotipos a pressdes de selecao.
Dependendo do grau de integracdo entre caracteres distintos, a resposta destes caracteres a
pressoes de selegdo podera ser limitada, quando hé pouca integracdo entre estes (Marroig e
Cheverud, 2005), ou pode acontecer seguindo “caminhos de menor resisténcia evolutiva”
(“Lines of Least Evolutionary Resistance”). A determinacdo de correlagdes significativas
entre caracteres distintos auxilia a encontrar estas LLER, que podem ser descritas como vias
pelas quais as populagdes respondem a pressoes de sele¢do mais facilmente e de forma mais
integrada, uma vez que h4 mais variacdo genética aditiva nesse sentido, favorecendo a
resposta adaptativa. Assim, a correlacdo positiva encontrada em A. obliqua entre a largura da
cabeca (HW), largura da asa (HW), comprimento da asa (WL), comprimento do térax e
também largura do torax (TW), que pode ser simplesmente alométrica, facilita com que
respondessem na mesma direcao da selecdo para hospedeiros diferentes (Tabelas 2 e 4) (Lind
et al., 2015).

O perfil de agdo da selecdo nas caracteristica ao longo do tempo pode revelar se a
adaptagdo foi modulada pela variacdo genética, tendo sido reprimida ou favorecida
(McGuigan e Blows, 2007; McGuigan e Sgro 2009; Pemberton 2010; Wood e Brodie, 2016).

Nos encontramos uma correlacdo positiva moderada com o maior eixo de variacao (Py..) em
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A. obliqua emergidas de carambola (Ao _Ac), com um alinhamento moderado de 6=0,38 e
com A. sp2 aff. fraterculus emergidas de grumichama (Af Ep), com um alinhamento de
0=0,48. Em ambos os casos, este alinhamento moderado sugere que a adaptacdo destas
espécies a estes hospedeiros foi favorecida e seguiu a linha de maior varia¢do (alométrica)
(Marroig e Cheverud, 2005). No entanto, para os outros hospedeiros que apresentaram uma
correlacdo negativa com P, € possivel que houvesse menor variancia genética disponivel
para estas adaptagdes, ja que a seleg@o favoreceu divergéncia na direcdo oposta de P ., tendo
uma taxa de evolu¢do mais lenta e ndo seguindo o componente alométrico (Schluter, 1996;
Marroig e Cheverud, 2005), sugerindo que a mudanga possa ter seguido em outras dimensdes
(nos PCs de menor propor¢do de varidncia) ou mesmo em menor ritmo (Marroig e Cheverud,
2005).

A extensdo da mudanga ¢é relacionada ao efeito da varidncia e covariancia entre
caracteres associada as variaveis ambientais, consequentemente determinando a resposta a
selecdo, relacionadas ao processo adaptativo, ou seja, as for¢as que modulam a diferencia¢ao
morfoldgica (Chevin et al., 2015). Nosso estudo mostrou que os vetores de plasticidade e de
selecdo estdo alinhados para a maioria dos hospedeiros nas duas espécies (Tabela 4),
indicando que a direcdo da selecdo estd alinhada a plasticidade, como nas medidas do aculeo
que apresentaram mudancas em maior magnitude nas duas espécies, evidenciando que as
mudangas dos caracteres podem ter sido na direcdo da adaptacdo aos hospedeiros (Tabela 3),
e ndo seguindo expectativa de evolucdo modulada por deriva segundo um modelo
Browniano.

Uma vez que a sele¢do a hospedeiros distintos pode ter tido um papel preponderante na
diferenciacdo em A. obliqua e A. sp2 aff- fraterculus, é possivel que o mesmo tenha ocorrido

em outras espécies do grupo fraterculus, ou mesmo em espécies de grupos diferentes no
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género Anastrepha, principalmente para adaptagdo aos hospedeiros, uma vez que detectamos
correlacdo dos PCs da matriz ancestral (matriz W) em um dos testes de deriva. Essa
associag¢do indica que modelos evolutivos aleatdrios em caracteres correlacionados e co-
selecionados ndo sdo suficientes para explicar a diferenciagdo morfoldgica entre espécies do
grupo, o que faz sugerir que a sele¢do pode ter moldado a evolugdo fenotipica (Assis et al.
2017), pelo menos para alguns dos caracteres aqui investigados em Anastrepha.

Algumas espécies de Amastrepha utilizam-se de fato de um reduzido niimero de
hospedeiros, como A. grandis, que ¢ preferencialmente encontrada em Cucurbitaceae, A.
serpentina, preferencialmente encontrada em Sapotaceae e 4. pseudoparallela, normalmente
encontrada em Passifloraceae, o que pode fazer com que uma pressao de selecdo favorecendo
sua adaptacdo e especificidade a estes hospedeiros tenha promovido um desvio de nossa
expectativa de evolucdo neutra para caracteres importantes a tal adaptagdo. Ja outras espécies
apresentam uma grande amplitude de hospedeiros, particularmente no grupo fraterculus, o
que torna possivel que adaptacdes locais a diferentes hospedeiros criem diversidade e
variabilidade dentro de espécies, e potencial convergéncia entre espécies que se utilizam de
hospedeiros comuns. Trabalhos prévios indicam variagdo intra- e interespecifica em medidas
de actileo, e mesmo sobreposi¢cdo entre medidas de espécies diferentes em uma comparacao
de A. sororcula, A. obliqua, A. fraterculus, A. zenildae e A. turpiniae (Aratijo e Zucchi, 2006).
Uma excec¢do no padrao polifago do grupo fraterculus € A. distincta, que é preferencialmente
associada a espécies de inga (Fabaceae) (Zucchi, 2000). Em geral, a ampla exploragdo de
hospedeiros estaria associada a diversificagdo morfoldgica em insetos fitéfagos, bem como
como comportamentos de copula e quanto com estratégia de oviposi¢do, como resposta a

diferentes condi¢des abioticas e bioticas (Otte et al., 2018).
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O processo de adaptacdo a diferentes hospedeiros pode envolver diversos caracteres
morfoldgicos, genéticos e bioquimicos, alguns que estdo diretamente envolvidos com a
adaptag@o ao hospedeiro, mas também outros que estdo envolvidos com sele¢do sexual por
influenciar a probabilidade de copula entre individuos derivados dos mesmos hospedeiros
(Segura et al. 2018). Diversas espécies apresentam preferéncia por parceiros que derivam dos
mesmos hospedeiros, o que parece ser modulado por compostos secundarios e outros
derivados obtidos destes hospedeiros que conferem odores e feromdnios especificos que sdo
mais, ou menos, atrativos para parceiros sexuais (Papadopoulos et al., 2006; 2008), ja
demonstrado em diversos Tephritidae (Katsoyannos et al., 1997; Tan et al., 2014) e até
mesmo em Anastrepha (Robacker et al., 1992). Além disso, outros odores quando presentes
influenciaram também o sucesso da copula (Vera et al., 2013; Bachmann et al., 2015). Da
mesma forma, moscas de Anastrepha ludens (Loew) (Robacker e Fraser 2002a, 2002b, 2003;
Malo et al. 2005), Anastrepha suspensa (Loew) (Nigg et al. 1994) e A. obliqua (Cruz-Lopez
et al. 2006, Malo et al. 2012) demonstram atratividade especifica em machos por
determinados frutos (Segura et al., 2018). Este processo refor¢a o potencial de que processos
comportamentais ou fisiolégicos que influenciam a copula sejam influenciados pela
adaptagdo a determinados hospedeiros (Dias et al., 2016).

Alguns destes caracteres podem ndo ser diretamente influenciados pelo hospedeiro,
mas estao sujeitos a selecdo sexual, como o tamanho dos olhos (HEL), que s@o utilizados por
fémeas como carater importante na escolha de parceiros para a reproducdo (Sciurano et al.,
2007; Segura et al., 2007), ou o comprimento das asas (WL) que esta diretamente relacionado
aos sinais acusticos da asa e sustentacdo na performance da corte (Bachmann et al., 2015), e

apresentaram bastante plasticidade entre espécies de Anastrepha.
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Um balango entre selecdo natural e selecdo sexual agindo em caracteres distintos, ou
até mesmo sinergistica- ou antagonisticamente nos mesmos caracteres, pode ser determinante
para a manuten¢do dos padrdes do sistema de copula em espécies de Tephritidae em geral, e
de Anastrepha em particular, sendo influenciados por aspectos visuais (como o tamanho do
olho), quimicos (compatibilidade por feromdnio) e fisicos (sinais actusticos) (Segura, 2018).

Padrdes de compatibilidade associados a plasticidade de alguns fendtipos, induzidos
pela influéncia ambiental (particularmente o hospedeiro), possivelmente imprimem marcas
(mudangas) de comportamento que podem ser herdadas pela transferéncia para a prole por
padrao alternativo ao Mendeliano, transgeracional, por epigenética. Estas marcas epigenéticas
como metilagdo ou acetilagio podem permitir que o estimulo ambiental que propiciou
mudancas comportamentais possa ser herdado determinando a especificidade ao hospedeiro e
por ventura pode culminar em processos de especiacdo (Frias,2014).

Por outro lado, a independéncia ou ndo da evolucdo dos caracteres em um contexto
filogenético ¢ um questdo central para se determinar a influéncia da sele¢do na diferenciacio
morfoldgica das espécies, principalmente na adaptacdo. Uma vez que espécies de Anastrepha
ndo apenas divergiram recentemente, mas também compartilham diversos hospedeiros
(Blomberg, 2003, Mengual et al., 2017), expostas a sele¢do sexual em fun¢do de reproducao
por leks (Segura et al., 2007), a presenga de sinal filogenético pode revelar se a evolugdo dos
caracteres seguiu uma tendéncia aleatéria ao longo dos ramos da arvore utilizando um
modelo de movimento Browniano (BM), enquanto a auséncia desse sinal filogenético revela
que a evolucdo desses caracteres foi modulada por outras forgas direcionando a variagdo fora
da neutralidade (Revell et al., 2008).

Nos encontramos sinal filogenético significativo apenas em caracteres do actleo (AA e

AWS) e da asa (WL) entre os grupos do género Anastrepha, evidenciando a importincia
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destas caracteristicas na separag¢do entre os grupos, além de HEL, que é pouco considerada
para andlises taxonOmicas, embora seja importante carater na sele¢do sexual. No entanto,
dentro do grupo fraterculus, apenas o apice do aculeo (AA) e a forma da asa apresentaram
sinal filogenético robusto, indicando que estas caracteristicas podem ser utilizadas em
analises taxonOmicas, embora com precau¢do, ja que outros caracteres medidos ndo
apresentaram a tendéncia da estruturacdo filogenética reproduzida na variagdo morfologica
(Adams, 2014).

Nao surpreendentemente, em fun¢ao da maior proximidade evolutiva entre membros do
grupo fraterculus, detectamos que a separacdo entre espécies desse grupo ¢ menos evidente
do que entre espécies pertencentes a diferentes grupos no género Anastrepha nas
demonstragdes do filomorfoespaco das estruturas, mesmo quando considerando-se actileo e
asa, que sdo comumente utilizadas como caracteres-chave, mas mostraram ramos muito
curtos que dificultam uma separagao robusta entre espécies (Figura 1) .

A ampla distribui¢do da variacdo intraespecifica visualizada nas Analises de
Componentes Principais (PCA) para varios caracteres aqui investigados, quer seja usando
dados de forma ou distancias euclidianas (Figura 2), indicam na MANOVA dos PCs pouca
divergéncia entre espécies do grupo fraterculus, o que possivelmente dificulta uma separagdo
robusta utilizando apenas uma das abordagens ou limitando o niumero de caracteres utilizados
para a identificagdo. Estratégias que vém tendo sucesso em identificar e separar espécies do
grupo fraterculus, e mesmo espécies cripticas na espécie A. fraterculus, tém utilizado analises
discriminantes (Aratjo et al. 1998; Hérnandez-Ortiz et al., 2004; 2012). Tem sido inclusive
sugerido que a caracterizacdo de alguns taxa de Tephritidae, inclusive em Anastrepha, seja

feita pelo que se refere como sendo uma taxonomia integrativa (Schutze et al., 2017), que
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propde que uma multitude de evidéncias distintas seja considerada para o processo de
identificacdo de espécies.

A falta de sinal filogenético pode ser também explicada pela existéncia de fluxo génico
entre espécies de Anastrepha, o que ja foi sugerido entre algumas espécies do grupo
fraterculus, como A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula (Scally et al., 2016; Diaz et al.,
2018). Na verdade, ja foram encontrados sinais de introgressdo utilizando os mesmos dados
aqui utilizados até mesmo entre espécies de Anastrepha de grupos filogeneticamente mais
distantes como entre A. serpentina e espécies de grupo fraterculus (Congrains, 2017). A
existéncia de fluxo gé€nico entre espécies proximas modifica nossa expectativa filogenética e
dificulta a integracdo entre a filogenia e a evolugdo de caracteres morfoldgicos, uma vez que
esta vai depender da histdria dos genes que estdo envolvidos na determinagao dessa estrutura,
0 que ndo necessariamente serd comum para as diversas estruturas existentes (So6lis-Lemus et
al., 2015).

Nao obstante, a alta variagdo intraespecifica com estruturacao filogenética para apenas
alguns caracteres (sem sinal filogenético significativo para a maioria) e a detec¢do de
plasticidade nas espécies polifagas associada com a resposta a selecdo, bem como a
caracterizacdo da maioria dos caracteres testados, sugerem que propriedades dos hospedeiros
podem ter tido um papel crucial no processo de adaptacdo de Anastrepha, além de dificultar o
processo de identificacdo das espécies diferentes, particularmente aquelas que divergiram ha
pouco tempo. Este processo se mostrou importante particularmente para os caracteres apice
do aculeo (AA), largura da secdo ndo-serrada do aculeo (AWN), tamanho (WL) e largura da
asa (WW), tamanho do olho (HEL) e largura da cabeca (HW), o que ¢ relevante uma vez que
os primeiros sdo comumente utilizados para a identificacdo das espécies (Hernandez-Ortiz et

al., 2004; 2012; Aradjo e Zucchi, 2006; Dias et al., 2016).
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A existéncia de plasticidade fenotipica modulada por uma heterogeneidade ambiental,
como, por exemplo, o uso de hospedeiros diferentes, pode diminuir as diferengas entre
espécies e reduzir o sinal filogenético, principalmente em espécies que abrangem uma
diversidade de ambientes, ou hospedeiros, como algumas aqui estudadas do grupo fraterculus
(Messier et al. 2010; Burns e Strauss, 2012; Klingenberg, 2011). O sinal filogenético pode ser
diluido pela alta variagdo intraespecifica, resultante das diferengas genéticas constitutivas
dentro das espécies e da propria plasticidade fenotipica, que, influenciada pelo ambiente,
pode tornar diferentes espécies mais similares e correlacionadas a fatores ecologicos (Messier
et al., 2010; Burns e Strauss, 2012).

Diante da plasticidade apresentada por diversos caracteres morfoldgicos investigados
entre espécies de Anastrepha, a evolugdo morfologica pode ndo ter seguido modelo
Browniano de evolugdo, sendo mais compativel com uma resposta a selecdo direcional, que
pode ter sido por uma exploracdo dos hospedeiros. Especificamente, evidenciamos que
alguns caracteres frequentemente utilizados para identificagao de espécies de Anastrepha, em
especial medidas da asa e aculeo, apresentam sinal filogenético, indicando que em geral sdo
uteis para tal fim, mas devem ser considerados com precaugdo para esta identificagdo, uma
vez que também apresentaram significativa plasticidade quando individuos emergidos de
hospedeiros diferentes foram investigados.

Assim, um aspecto importante que deve ser considerado na identificacdo dessas
espécies ¢ uma avaliagdo de qual hospedeiro tais moscas eclodiram e a variacio
intraespecifica que podem apresentar, o que pode facilitar a identificagdo por estes caracteres
mesmo de espécies cripticas reconhecidas para o grupo fraterculus, ainda que dependendo de

uma abordagem quantitativa para um diagnostico robusto.
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Tabela 1. Teste de Sinal Filogenético para o total das espécies e para o grupo fraterculus, para a Forma, Tamanho do
Centroéide e Distancias Euclidiana.

grupos

AA
AWS
AWN
HEL
HW
WL
WWwW
TL
W
g.frat
AA
AWS
AWN
HEL
HW
WL
WwW
TL
W

Cmean
0.4766*
0.1802*
-0.03
0.20
0.07
0.22
-0.09
0.11
0.244
Cmean
0.31954
-0.50701
-0.06541
-0.53165
-0.53204
-0.58158
-0.31618
-0.63881
-0.60304

I
0.0959*
0.0934*

-0.03
0.0638*
-0.02*
0.04*
-0.12%*
0.03
0.07

I
-0.1173*
-0.31354
-0.21142
-0.30922
-0.30601
-0.31312
-0.26097
-0.32259
-0.31794

K
1.124%*
0.93
0.72
0.73
0.47
0.59
0.38
0.57
0.353
K
1.487327*
0.75058
1.01411
0.76319
0.77031
0.74882
0.87521
0.73243
0.74364

K.star
1.302*
1.236*
0.78
1.016*
0.78*
0.96
0.63*
0.90
0.094
K.star
1.42718*
0.77557
1.01513
0.78457
0.79118
0.77450
0.88177
0.75673
0.76576

Lambda
1.1804*
1.00
0.56
0.81
1.12
1.11
0.00
0.85
0.19
Lambda
1.65058
0.00005
0.10253
0.00005
0.00005
0.00005
0.00005
0.00005
0.00005

Forma
Wing_sh
Wing_cs

Aculeus_sh
Aculeus_cs
Head_sh
Head_cs
Thorax_sh
Thorax_cs

Forma
Wing_sh
Wing_cs

Aculeus_sh
Aculeus_cs
Head_sh
Head_cs
Thorax_sh
Thorax_cs

K
0.767(%)
0.753
0.902
0.837
1.05
1.283
0.884
0.871

K
1.029548(*)
0.753
0.43
0.7529
0.3586046
0.3003383
0.3175666
0.378029

AA, Apice do Aciileo; AWS, Largura da secio serrada do Aculeo; AWN, Largura da se¢iio ndo-serrada do Acileo ; HEL,
Tamanho do Olho; HW, Largura da cabeca; WL, Comprimento da Asa; WW, Largura da Asa; TL, Comprimento do
Toérax; TW, Largura do térax. Wing_sh, forma da asa; Wing_cs, centréide da asa; Aculeus_sh, forma do actleo;
Aculeus_cs, centroide do aculeo; Head sh, forma da cabega; Head cs, centréide da cabega;Thorax_sh, forma do torax,
Thorax_cs, centrdide do torax.(*)SignificaAncia para a forma com p<0.05.
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Tabela 2. Matrizes de Variancia / Covariancia e Correlacdo Entre caracteres mensurados em nove espécies

A.obliqua AA AWS AWN HEL HW WL Ww TL T™W
AA 0.22 -0.22 0.16 0.07 0.10 0.10 0.08 0.06 -0.01
AWS -0.08 0.55 0.22 -0.05 -0.09 -0.08 -0.04 -0.05 0.06
AWN 0.06 0.12 0.53 0.03 0.02 0.01 0.01 -0.08 -0.08
HEL 0.01 -0.01 0.01 0.08 0.41 0.17 0.18 0.21 0.21
HW 0.04 -0.05 0.01 0.09 0.52 0.46 0.47 0.41 0.40
WL 0.03 -0.04 0.01 0.03 0.24 0.51 0.75 0.39 0.39
wWw 0.03 -0.02 0.00 0.04 0.24 0.38 0.51 0.42 0.41
TL 0.02 -0.03 -0.04 0.04 0.21 0.20 0.21 0.52 0.63
™W 0.00 0.03 -0.04 0.04 0.19 0.18 0.19 0.29 0.42
A.fraterculus AA AWS AWN HEL HW WL WWwW TL ™W
AA 0.65 -0.09 0 0.11 0.12 0.17 0.15 0.09 0.07
AWS -0.06 0.67 0.49 0.09 0.06 0.05 0.11 -0.05 -0.05
AWN 0 0.33 0.65 0.07 0.03 0.1 0.16 0 -0.04
HEL 0.07 0.06 0.05 0.68 0.56 0.1 0.08 0.42 0.38
HW 0.08 0.04 0.02 0.37 0.63 0 0.02 0.42 0.44
WL 0.11 0.03 0.06 0.06 0 0.61 0.64 0.09 0.06
WwW 0.1 0.07 0.1 0.06 0.02 0.41 0.66 0.11 0.1

TL 0.06 -0.04 0 0.29 0.28 0.06 0.07 0.69 0.59
™ 0.05 -0.03 -0.02 0.24 0.28 0.04 0.06 0.39 0.62

AA, Apice do Actileo; AWS, Largura da secdo serrada do Actleo ; AWN, Largura da se¢do ndo-serrada do Actleo ;
HEL, Tamanho do Olho; HW, Largura da cabega; WL, Comprimento da Asa; WW, Largura da Asa; TL, Comprimento
do Térax; TW, Largura do térax. Matrizes de Variancia (diagonal, cinza escuro)/ Covariancia(Tridngulo de baixo, cinza
claro) e Correlagdo(Triangulo de cima em branco).
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Tabela 3. Estimativa dos vetores de plasticidade da média da posteriori do efeito fixo para cada hospedeiro para cada espécie.

A.obl A.carambola (Carambola)/ (95%)(Ao_Ac) E.pyiriformis(Uvaia))/ (95%)(Ao_Ep) S. dulcis (Cajamanga))/ (95%)(Ao_Sd
Caracter M CI- CI+ M CI- CI+ M CI- Cl+
AA 0.33 0.26 0.43 -2.95 -3.25 -2.66 -1.32 -1.59 -1.09
AWS 0.05 -0.1 0.15 0.07 -0.42 0.52 -0.37 -0.71 0.07
AWN 0.07 -0.12 0.12 -0.71 -1.15 -0.26 0.48 0.06 0.79
HEL -0.45 -0.49 -0.4 2.45 2.24 2.63 2.61 2.45 2.76
HW 0.09 -0.02 0.24 -0.96 -1.3 -0.35 -0.44 -0.83 -0.08
WL 0.13 0.002 0.25 -0.64 -1.05 -0.12 -0.93 -1.15 -0.42
WW 0.08 -0.02 0.23 -0.38 -0.7 0.22 -0.82 -1.2 -0.44
TL 0.09 0.00 0.25 -0.65 -1.24 -0.33 -0.64 -1.03 -0.29
W 0.23 0.11 0.34 -0.89 -1.36 -0.52 -1.52 -1.9 -1.23
A .fra E. brasiliensis (Grumichama))/ (95%)(Af _Eb) E.uniflora (Pitanga))/ (95%)(Af Eu) P.guajava (Goiaba))/ (95%)(Af Pg)
Caracter M CI- CI+ M CI- CI+ M CI- CI+
AA -0.62 -1.11 0.29 0.28 -0.47 1.06 0.94 -0.07 1.5
AWS 0.69 -0.13 1.29 -0.48 -1.42 0.14 -0.82 -1.53 0.04
AWN 0.54 -0.37 1.05 -0.83 -1.52 0.12 -0.04 -0.93 0.68
HEL 0.51 -0.34 1.13 -0.39 -1.3 0.31 -0.52 -1.36 0.28
HW 0.66 0.08 1.48 -1.12 -1.89 -0.35 -0.47 -1.33 0.23
WL 0.69 0.01 1.38 -1.18 -1.85 -0.4 -0.29 -1.18 0.33
\AY% 0.37 -0.25 1.14 -0.73 -1.44 0.12 -0.37 -1.11 0.44
TL 0.32 -0.37 1.08 -0.45 -1.24 0.34 -0.19 -1.24 0.37
™™ -0.1 -0.76 0.62 0.37 -0.42 1.14 -0.32 -1.16 0.36

AA, Apice do Aculeo; AWS, Largura da segdo serrada do Actileo ; AWN, Largura da secdo ndo-serrada do Aculeo ; HEL, Tamanho do Olho; HW,
Largura da cabeca; WL, Comprimento da Asa; WW, Largura da Asa; TL, Comprimento do Térax; TW, Largura do torax.

Tabela 4. Teste de alinhamento entre os vetores de
plasticidade com vetor de maxima variag@o fenotipica da P-
matrix de cada espécie (Pmax), resposta a selecdo para cada
hospedeiro  (Az), gradiente de sele¢do para cada
hospedeiro(B). O alinhamento ¢ expresso como modo de
correlagdo entre os vetores normalizados (0) para ambas as
espécies, A. obliqua and A.fraterculus sp2.

, . Vetores P Az B

Espécie 0)

Ao Ac 0.38 0.80* 0.74*

A.obliqua Ao _Sd -0.34 0.67* 0.64*

Ao_Ep, -0.47 0.83* 0.75%

Af Eb 0.48 0.74* 0.56

Afraterculus e gy 051 075¢ 053
sp2 -

Af Pg 0.75 -0.32 -0.11
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Figura 1. Filomorfoespaco demonstrando os primeiros eixos de variagdo no morfoespaco (PC1 e PC2) nas duas

abordagens (Distancias e Landmarks) para as nove espécies aqui estudadas.
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Figura 2.Analise de Componentes principais para dados das medidas e forma de nove espécies do gé€nero
Anastrepha .A-Medidas do Aculeo.B-Forma do Aculeo.C-Medidas da Asa. D-Forma da Asa.E-Medidas da
Cabega.F-Forma da Cabeca.G-Medidas do Toérax.H-Forma do Térax. Cores: abis, A4.bistrigata (Vermelho; adis,
A.distincta (amarelo escuro); Agra, A.grandis (verde claro); Aobli, A.obliqgua(verde escuro); Apse,
A.pseudoparalella (azul claro); aser, A.serpentina (Violeta); asor, A.sororcula (Rosa); atur, A.turpiniae (Pink).
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INFORMACAO SUPLEMENTAR

Tabela S1. Amostra de moscas-da-fruta, Anastrepha.sp

Espécie Grupo N Hospedeiro Localidade

A. pseudoparallela  pseudoparallela 23 Passion-Passiflora edulis Sao Carlos-SP

A. distincta fraterculus 34 Inga-Inga edulis Pirassununga-SP

A. grandis grandis 30 Abodbora -Cucurbita spp Porto Ferreira-SP
A. bistrigata striata 19 Goiaba- Psidium guajava Séo Carlos-SP

A. sororcula fraterculus 18 Goiaba-Psidium guajava Porto Ferreira-SP
A. serpentina serpentina 23 Apricot - Mimusops coriacea Barra do Sahy-SP
A. fraterculus fraterculus 41-45  Pitanga — Eugenia uniflora Belo Horizonte-MG
A. fraterculus fraterculus 10 Grumixama - Eugenia brasiliensis Belo Horizonte-MG
A. fraterculus fraterculus 38 Goiaba-Psidium guajava Belo Horizonte-MG
A. obliqua fraterculus 243-296 Carambola — Averrhoa carambola Sao Carlos-SP

A. obliqua fraterculus 32 Uvaia - Eugenia pyryformis Sao Carlos-SP

A. obliqua fraterculus 20 Cajamanga — Spondias dulcis Sao Carlos-SP

A. turpiniae fraterculus 33 Goiaba-Psidium guajava Rio das contas - BA

Tabela S2. Caracteres utilizados nas distancias Euclidianas.

Distancia Landmarks Descricao Estrutura
1-HEL 14-16 Comprimento do olho Cabega
2-HW 12-15 Largura da cabeca Cabega
3-AA 1-4 Apice do actleo Actleo
4-AWS 2-6 Largura do aculeo na regido serreada Actileo
5-AWN 3-5 Largura do aculeo na regido ndo-serreada Actileo
6-TL 1-4 Comprimento do térax Torax
7-TW 2-3 Largura do térax Toérax
8-WL 1-4 Comprimento da asa Asa
9-WW 3-5 Largura da asa Asa
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Figura S1. Descri¢do das localizacdo das landmarks para
capturar a forma e as distancias lineares. A.Asa, 14 landmarks.
B.Cabega, 16 landmarks. C. Aculeo, 7 landmarks. D. Toérax, 4

landmarks.
agra
apse
adis
A atur
e —15
afra
—13]
aobl
aal 7]
asor
abis
aser

Figura S2. Arvore filogenética para as noves espécies do género Anastrepha. Aser, 4. serpertina; agra, A.
grandis; apse, A. pseudoparallela; abis, A. bistrigata; adis, A.distinta; atur, A. turpinae; afra, A.fraterculus;
aobl, A.obliqua;asor, A.sororcula. Arvore de espécies inferida no Astral a partir de drvores de mdxima de
verossimilhanga de 3945 genes para nove espécies do género Anastrepha Os nos em destaque 10, 11,12 e 13
(Rosa) foram testados porque tinham mais que 4 descendentes e apresentaram correlagdo dos PCs das
matriz ancestral (W) o6
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Figura S3. Média fenotipica para cada carater avaliado em trés hospedeiros: A. carambola, E. pyriformes e S. dulcis para

Anastrepha obliqua.
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Table S3.Estimativa da forma média para o conjunto de espécimes alinhados

-0.003
0.23
0.24
0.00

-0.23
-0.23
0.00
Abis.2
0.03
0.16
0.16
0.05
0.07
0.05
-0.02
-0.04
0.02
-0.05
-0.11
-0.21
-0.08
-0.02
Abis.2
-0.25
-0.18
-0.01
0.01
0.08
0.10
0.14
0.06
0.00
-0.08
-0.28
-0.27
0.06
0.24
0.30
0.08
Abis.2
0.03
-0.40

Ldks

ac Abis.]1 Abis.2
1 -0.73
2 -0.05
3 0.29
4 0.29
5 0.29
6 -0.05
7 -0.04
w Abis.1
1 -0.47
2 -0.13
3 0.21
4 0.37
5 0.05
6 -0.07
7 -0.08
8 0.05
9 0.12
10 0.34
11 0.25
12 0.04
13 -0.34
14  -0.35
h Abis.1
1 0.11
2 0.08
3 0.19
4 0.26
5 0.26
6 0.00
7 -0.11
8 -0.13
9 -0.19
10 -0.11
11 0.05
12 -0.22
13 -0.33
14  -0.22
15 0.12
16 0.24
t Abis.1
1 -0.58
2 -0.06
3 0.00

0.41

Adis.1 Adis.2 Afra.l

-0.69 -0.001
-0.16 0.11
0.38 0.17
0.38 0.00
0.39 -0.16
-0.15  -0.11
-0.15 0.00
Adis.1 Adis.2
-0.45 0.03
-0.14  0.16
0.23 0.16
0.37 0.06
0.05 0.07
-0.08 0.05
-0.10  -0.02
0.04 -0.04
0.13 0.02
0.34 -0.06
0.26 -0.11
0.04 -0.22
-0.34  -0.08
-0.34  -0.02
Adis.1 Adis.2
0.10 -0.25
0.08 -0.18
0.18 -0.01
0.26 0.01
0.26 0.08
0.00 0.10
-0.10  0.13
-0.14  0.06
-0.19  -0.01
-0.11  -0.08
0.04 -0.28
-0.22  -0.28
-0.33 0.06
-0.22 0.25
0.13 0.31
0.24 0.09
Adis.1 Adis.2
-0.58 0.03
-0.05 -0.41
0.00 0.41

-0.68
-0.11
0.33
0.34
0.34
-0.11
-0.10
Afra.l
-0.47
-0.13
0.21
0.36
0.06
-0.07
-0.08
0.05
0.15
0.33
0.25
0.03
-0.35
-0.35
Afra.l
0.11
0.08
0.18
0.26
0.26
0.00
-0.11
-0.13
-0.19
-0.11
0.06
-0.22
-0.34
-0.23
0.13
0.24
Afra.l
-0.58
-0.06
0.00

Coordenadas X e Y para cada espécie
Afra.2 Agra.l Agra.2 Aobl.1 Aobl.2 Apse.l Apse.2 Aser.l

-0.004 -0.90 -0.01 -0.74
0.16 0.03 0.11 -0.04
0.24 028 0.12 0.27
0.00 028 0.00 0.29
-0.24 027 -0.12 0.29
-0.16  0.02 -0.11 -0.04
0.00 0.03 0.00 -0.03

Afra.2 Agra.l Agra.2 Aobl.1
0.03 -0.48 0.02 -0.47
0.16 -0.12 0.15 -0.13
0.16 022 0.15 0.22
0.06 035 0.05 0.36
0.08 0.07 0.07 0.05
0.05 -0.06 0.05 -0.07
-0.02  -0.07 -0.03 -0.08
-0.03  0.06 -0.03 0.05
0.01 0.18 0.01 0.15
-0.06 032 -0.04 033
-0.11 0.23 -0.11 0.26
-0.22  0.04 -0.20 0.04
-0.08 -0.36 -0.08 -0.34
-0.02  -0.37 -0.02 -0.35

Afra.2 Agra.l Agra.2 Aobl.1
-0.25  0.10 -0.26  0.11
-0.17  0.08 -0.18 0.07
-0.01 0.19 -0.01 0.19
0.01 0.26 0.01 0.27
0.07 026 0.09 0.27
0.10  0.01 0.12 0.00
0.14 -0.11 0.16 -0.11
0.06 -0.14 0.06 -0.13
0.00 -0.21 -0.01 -0.19
-0.08 -0.12 -0.10 -0.11
-0.28  0.03 -0.29 0.05
-0.27  -022 -0.26 -0.22
0.06 -032 0.04 -0.32
0.24 -0.19 024 -0.22
0.30 0.12 029 0.12
0.08 023 129 0.24

Afra.2 Agra.l 2.29 Aobl.1
0.03 -0.59 329 -0.54
-0.40 -0.05 429 -0.13
041 -0.01 529 -0.05

-0.002
0.21
0.25
0.00

-0.25
-0.21
0.00
Aobl.2
0.03
0.16
0.16
0.06
0.07
0.05
-0.02
-0.04
0.00
-0.05
-0.11
-0.22
-0.08
-0.02
Aobl.2
-0.26
-0.19
0.00
0.01
0.08
0.10
0.14
0.06
0.00
-0.08
-0.29
-0.26
0.06
0.24
0.30
0.09
Aobl.2
-0.13
-0.11
0.36

-0.79
-0.06
0.32
0.33
0.33
-0.06
-0.06
Apse.1
-0.47
-0.13
0.21
0.34
0.07
-0.06
-0.07
0.06
0.16
0.32
0.25
0.04
-0.35
-0.35
Apse.1
0.11
0.09
0.19
0.26
0.26
0.00
-0.11
-0.15
-0.20
-0.11
0.05
-0.22
-0.32
-0.21
0.12
0.24
Apse.1
-0.58
-0.06
0.00

-0.0024
0.12
0.15
0.00

-0.15
-0.12
0.00

Apse.2

0.02
0.17
0.17
0.05
0.08
0.05
-0.02
-0.03
0.00
-0.06
-0.12
-0.22
-0.08
-0.02

Apse.2

-0.25
-0.18
-0.02
0.00
0.08
0.11
0.15
0.06
0.00
-0.08
-0.29
-0.27
0.05
0.24
0.30
0.09

Apse.2

0.03
-0.41
0.41

-0.72
-0.12
0.35
0.36
0.36
-0.12
-0.12
Aser.1
-0.47
-0.12
0.22
0.36
0.02
-0.09
-0.09
0.02
0.19
0.34
0.25
0.04
-0.34
-0.34
Aser.1
0.10
0.08
0.18
0.25
0.26
0.01
-0.11
-0.14
-0.20
-0.10
0.05
-0.21
-0.33
-0.23
0.14
0.24
Aser.1
-0.56
-0.08
-0.02

Aser.2
-0.0018
0.13
0.17
0.00
-0.16
-0.13
0.00
Aser.2
0.03
0.15
0.15
0.05
0.07
0.05
-0.02
-0.03
0.00
-0.04
-0.11
-0.22
-0.08
-0.02
Aser.2
-0.25
-0.18
-0.01
0.01
0.08
0.09
0.14
0.06
0.00
-0.09
-0.28
-0.28
0.07
0.24
0.31
0.08
Aser.2
0.03
-0.39
0.40

Asor.1
-0.65
-0.09

0.30
0.32
0.31
-0.09
-0.09

Asor.1
-0.45
-0.14

0.21
0.36
0.04
-0.08
-0.09
0.04
0.16
0.33
0.27
0.04
-0.34
-0.34
Asor.1
0.10
0.08
0.18
0.25
0.26
0.01
-0.11
-0.13
-0.19
-0.10
0.05
-0.22
-0.33
-0.22
0.13
0.24

Asor.1
-0.57
-0.06
-0.01

Asor.2 Atur.l Atur.2

-0.01
0.22
0.31
0.00

-0.30

-0.22
0.00

Asor.2
0.04
0.16
0.16
0.06
0.08
0.05

-0.02

-0.03
0.01

-0.06

-0.12

-0.23

-0.07

-0.02

Asor.2

-0.25

-0.17

-0.01
0.01
0.07
0.10
0.15
0.06
0.00

-0.09

-0.28

-0.28
0.06
0.24
0.30
0.09

Asor.2
0.03

-0.41
0.41

-0.69
-0.11
0.35
0.35
0.34
-0.11
-0.11
Atur.1
-0.47
-0.14
0.22
0.37
0.05
-0.07
-0.08
0.05
0.13
0.33
0.26
0.04
-0.34
-0.34
Atur. 1
0.11
0.08
0.18
0.26
0.26
0.00
-0.11
-0.14
-0.19
-0.11
0.05
-0.22
-0.33
-0.22
0.13
0.24
Atur.1
-0.26
-0.58
0.06
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0.00
0.15
0.21
0.00
-0.21
-0.16
0.00
Atur.2
0.03
0.16
0.16
0.05
0.07
0.05
-0.02
-0.04
0.03
-0.06
-0.11
-0.22
-0.08
-0.02
Atur.2
-0.25
-0.17
-0.01
0.01
0.07
0.10
0.14
0.06
0.00
-0.08
-0.28
-0.28
0.06
0.24
0.30
0.08
Atur.2
-0.41
0.07
0.50



Tabela S4. Médias e desvio-padrdo de diversas medidas para espécies (E) e hospedeiros (H) aqui estudadas.

E
abis
adis
afra
agra
aobl
apse
aser
asor
atur
aobl
aobl
aobl
afra
afra

afra

H
P. guajava
Inga edulis
E. uniflora
Cucurbitaspp
A.carambola
P. edulis
M.coriacea
P. guajava
P. guajava
A.carambola
E. pyriformis
S. dulcis
E.brasiliensis
E. uniflora
P. guajava

AA
0.329+0.081
0.381+0.027
0.255+0.019
0.632+0.022
0.219+0.009
0.522+0.058
0.436+0.025
0.197+0.008
0.323+0.01
0.22+0.01
0.20+0.01
0.17+0.01
0.25+0.01
0.25+0.02
0.26+0.02

AWS
0.128+0.054
0.075+0.008
0.080+0.006
0.106+0.008
0.089+0.006
0.112+0.007
0.102+0.006
0.089+0.004
0.096+0.007

0.09+0.01
0.09+0.01
0.09+0.01
0.08+0.01
0.08+0.01
0.08+0.01

AWN
0.131+0.057
0.115+0.006
0.117+0.006
0.116+0.008
0.105+0.006
0.141+0.013
0.133+0.004
0.124+0.005
0.130+0.008

0.10+0.01
0.11+0.01
0.10+0.01
0.12+40.01
0.12+0.01
0.12+0.01

HEL
2.953+0.369
2.298+0.275
2.363+0.181
3.369+0.214
1.610+0.063
2.665+0.304
2.492+0.228
2.312+0.110
1.569+0.056

1.61+£0.06
2.70+0.22
2.63+0.17
2.44+0.18
2.36+0.18
2.34+0.19

HW
2.260+0.12
2.041+0.11
1.993+0.08
2.610£0.07
2.185+0.07
2.211+0.12
2.107+0.08
2.017+0.06
2.15240.06
2.18+0.07
2.15+0.08
2.12+0.08
2.08+0.07
1.99+0.08
2.04+0.08

WL
2.952+0.2
2.517+0.1
2.631+0.1
3.407+0.1
2.758+0.1
3.208+0.1
2.559+0.1
2.424+0.1
3.529+0.2
2.76+0.13
2.65+0.10
2.7340.11
2.7240.15
2.63£0.14
2.68+0.12

Ww
3.270+0.2
2.804+0.2
2.874+0.1
3.485+0.1
3.098+0.1
3.166+0.1
2.998+0.1
2.815+0.1
3.022+0.1
3.10+0.10
3.02+0.16
3.01+0.15
2.94+0.15
2.87+0.16
2.88+0.14

TL
2.219+0.14
1.92140.11
1.939+0.09
2.150+0.10
2.062+0.05
2.147+0.08
1.967+0.07
1.933+0.08
2..61+0.10
2.06+0.06
1.94+0.10
1.98+0.12
1.89+0.10
1.94+0.10
1.86+0.11

™
1.966+0.14
2.146+0.11
2.218+0.09
2.062+0.10
1.9204+0.05
1.939+0.08
1.933+0.07
2.149+0.07
2.061+0.10
2.0623+0.05
1.9368+0.10
1.9849+0.12
1.894+0.09
1.939+0.09
1.855+0.10

Aser, A. serpem’na’; agra, A. grandis; apse, A. pseudoparallela; abis, A. bistrigata; adis, A.distinta; atur, A. turpinae; afra, A.fraterculus; aobl, A.obliqua;asor,
A.sororcula. AA, Apice do Aculeo; AWS, Largura da segdo serrada do Aculeo; AWN, Largura da seg¢@o ndo-serrada do Aculeo ; HEL, Tamanho do Olho; HW,
Largura da cabega; WL, Comprimento da Asa; WW, Largura da Asa; TL, Comprimento do Térax; TW, Largura do térax.
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Table S5. Matriz de correlacao dos escores dos componentes principais e valores de significidncia para cada ramo com ao menos quatro
descendentes. O triangulo de baixo representa as correlacoes, enquanto o triangulo superior os valores de significdncia, em que as que
superam valores corrigidos por Bonferroni estdo em negrito.

Node 10 PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8
PC1 1.0000 0.000002 0.0002 0.2432 0.6616 0.2001 0.0002 0.1886
PC2 0.9831 1.0000 0.0008 0.3642 0.7706 0.3149 0.0000 0.1883
PC3 -0.9337 -0.9059 1.0000 0.2224 0.2404 0.0321 0.0106 0.5780
PC4 -0.4340 -0.3443 0.4515 1.0000 0.1784 0.1208 0.4259 0.7184
PC5 -0.1702 -0.1138 0.4363 0.4921 1.0000 0.0553 0.8078 0.0260
PCé6 -0.4715 -0.3787 0.7099 0.5551 0.6554 1.0000 0.5424 0.5266
PC7 -0.9401 -0.9600 0.7939 0.3043 -0.0951 0.2352 1.0000 0.0607
PC8 -0.4823 -0.4826 0.2153 -0.1405 -0.7284 -0.2442 0.6450 1.0000

Node 11 PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PCé PC7 PC8
PC1 1.0000 0.0000 0.0012 0.0030 0.9461 0.0006 0.0002 0.1904
PC2 0.9824 1.0000 0.0030 0.0015 0.9584 0.0014 0.0001 0.1996
PC3 -0.8929 -0.8598 1.0000 0.0017 0.2512 0.0050 0.0264 0.8164
PC4 -0.8592 -0.8856 0.8803 1.0000 0.6058 0.0178 0.0203 0.5061
PC5 -0.0265 0.0204 0.4274 0.2000 1.0000 0.8295 0.5768 0.0087
PCé6 -0.9138 -0.8884 0.8356 0.7587 -0.0842 1.0000 0.0014 0.1583
PC7 -0.9415 -0.9558 0.7273 0.7484 -0.2159 0.8866 1.0000 0.0731
PC8 -0.4805 -0.4719 0.0908 0.2560 -0.8060 0.5125 0.6230 1.0000

Node 12 PC1 PC2 PC3 PC4 PC5s PCé PC7 PC8
PC1 1.0000 0.0000 0.7530 0.0005 0.5037 0.1718 0.0141 0.0941
PC2 0.9766 1.0000 0.9857 0.0009 0.6655 0.1523 0.0096 0.0739
PC3 -0.1228 0.0070 1.0000 0.8756 0.6186 0.1098 0.4813 0.4304
PC4 0.9151 0.9018 0.0612 1.0000 0.1281 0.3727 0.1672 0.4733
PC5 -0.2574 -0.1681 -0.1931 -0.5463 1.0000 0.2543 0.4193 0.0896
PCo -0.4987 -0.5189 0.5691 -0.3386 -0.4249 1.0000 0.0489 0.0251
PC7 -0.7754 -0.7999 0.2706 -0.5033 -0.3085 0.6688 1.0000 0.0028
PC8 0.5905 0.6217 -0.3015 0.2753 0.5971 -0.7316 -0.8624 1.0000

Node 13 PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PCé PC7 PC8
PC1 1.0000 0.0000 0.0162 0.0153 0.0468 0.0012 0.0089 0.1594
PC2 0.9638 1.0000 0.0183 0.0522 0.0375 0.0035 0.0096 0.1829
PC3 0.7656 0.7566 1.0000 0.0007 0.7605 0.1752 0.4614 0.7577
PC4 -0.7696 -0.6617 -0.9078 1.0000 0.7752 0.1151 0.3780 0.8829
PC5 -0.6733 -0.6955 -0.1190 0.1115 1.0000 0.0022 0.0020 0.0004
PCé6 0.8937 0.8524 0.4953 -0.5622 -0.8707 1.0000 0.0014 0.0300
PC7 -0.8046 -0.8004 -0.2825 0.3351 0.8757 -0.8886 1.0000 0.0074
PC8 -0.5113 -0.4877 0.1204 -0.0577 0.9224 -0.7161 0.8155 1.0000

Valores em negrito foram significativos apds a corregdo por bonferoni, a = 0.007
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Table S6. Vetores de resposta a selecao e gradientes de selecao inferidas para A.obliqua e A. fraterculus

emergidas de hospedeiros distintos. hospedeiro em duas espécies polifagas.

Aobl
AA
AWS
AWN
HEL
HW
WL
WwWw
TL
™
Afrat
AA
AWS
AWN
HEL
HW
WL
WW
TL
T™W

Ao,Aobl, A.obliqua; Af, Afrat, A fraterculus; AA, Apice do Actlileo; AWS, Largura da secio serrada do
Aculeo ; AWN, Largura da se¢do ndo-serrada do Actileo ; HEL, Tamanho do Olho; HW, Largura da
cabega; WL, Comprimento da Asa; WW, Largura da Asa; TL, Comprimento do Torax; TW, Largura do
torax. Az,Vetor de resposta a selegdo; P, gradiente de selecdo; Ac, A.carambola; Ep, E. pyryformis (uvaia);

Az_Ao Ac

0.0145
0.0004
0.0006
-0.7005
0.0327
0.1104
0.0464
0.0568
0.0676

Az_Af Eb
-0.0198
0.004
0.0019
0.0605
0.0545
0.1442
0.0524
0.0494
0.0045

Az Ao Ep
0.0016
-0.0011
0.0033
0.3859
-0.0029
-0.0865
-0.0635
-0.0218
-0.0578

Az_Af Eu
-0.0154
-0.0001
-0.0027
-0.0169
-0.0372
-0.1645
-0.0386
-0.0161
0.0401

Az Ao Sd
-0.0252
0.0006
-0.0039
0.3146
-0.0298
-0.0239
0.0171
-0.035
-0.0097
Az_Af Pg
-0.0252
0.0006
-0.0039
0.3146
-0.0298
-0.0239
0.0171
-0.035
-0.0097

B_Ao Ac

0.0176
-0.0074
0.0125
-0.9872
0.1505
0.0131
-0.0207
0.0136
0.0386

B_Af Eb
-0.2464
-0.0195
-0.0183
0.0824
0.2510
0.8442
-0.2707
0.1769
0.2272

B_Ao_Ep

-0.0099
0.0102
-0.0127
0.9888
-0.1362
-0.0146
0.0011
0.0016
-0.0555
B_Af Eu
0.0713
0.0148
0.0122
0.0706
-0.2637
-0.8271
0.3591
-0.1252
0.3022

Sd, S. dulcis (Cajamanga); Eb, E. brasiliensis (Grumichama); Pg,P. guajava (Goiaba).

B Ao _Sd
-0.0367
0.0024
-0.0108
0.9835
-0.1671
-0.0112
0.0444
-0.0316
-0.0186

B Af Pg
-0.0396
-0.0436
-0.0272
0.8462
-0.4329
-0.1750
0.1190
-0.2169
-0.0248

91



Table S7. Regressdo linear para os trés hospedeiros de cada espécie. Ao = Anastrepha obliqua. Af = Anastrepha fraterculus sp2.D.L.

Linear, H= Hospedeiro, y=intercept, E = Estimate, P= P-value.

H
Ao_Ac
AA Ao Ep
Ao_Sd

H
Ao_Ac
AWS Ao_Ep
Ao _Sd

H
Ao Ac
AWS Ao_Ep
Ao_Sd

H
Ao_Ac
Ao _Ep
Ao _Sd

H
Ao Ac
Ao _Ep
Ao _Sd

H
Ao Ac
Ao Ep
Ao _Sd

H
Ao Ac
WW Ao_Ep
Ao _Sd

H
Ao Ac
Ao_Ep
Ao_Sd

H
Ao_Ac
Ao_Ep
Ao _Sd

HW

WL

TL

™™

E
0.22

-0.02

-0.05

E
0.09
-0.002
0.00

E
0.10
0.00

-0.005

E
1.61
1.09
1.02

E
2.18

-0.04

-0.06

E
5.45

-0.20

-0.13

E
2.76

-0.11

-0.03

E
3.10
-0.08
-0.09
E
2.06
-0.13
-0.08

Std.

0.0006
0.0018
0.0022

Std.

0.0004
0.0011
0.0013

Std.

0.0004
0.0011
0.0014

Std.

0.0065
0.0190
0.0235

Std.

0.0048
0.0140
0.0173

Std.

0.0153
0.0447
0.0553

Std.

0.0081
0.0238
0.0295

Std.

0.0074
0.0217
0.0268

Std.

0.0040
0.0130
0.0161

T-value
361.62
-12.32
-22.22

T-value
248.277
-1.595
0.152

T-value
271.678
2.379
-3.25

T-value
247.95
57.08
43.12

T-value
458.396
-2.557
-3.62

T-value
357.267
-4.408
-2.431

T-value
339.409
-4.617
-0.995

T-value
419.24
-3.632
-3.429

T-value
464.424
-9.642
-4.806

P
2.00E-16
1.00E+00
2.00E+00

P
2.00E-16
0.112
0.879

P
2.00E-16
0.01801
0.00129

P
2.00E-16
2.00E-16
2.00E-16

P
2.00E-16
0.011073
0.000347

P
2.00E-16
1.47E-05

0.0157

P
2.00E-16
5.83E-06

0.321

P
2.00E-16
0.000332
0.000694

P
2.00E-16
2.00E-16
2.46E-06

F2,292 R2 P H
299 0.67 2.00E-16 Af Eb
Af Eu
Af Pg

F2,292 R2 P H
1.319 0.02 0.2691 Af Eb
Af Eu
Af Pg

F.» R2 P H
8.917 0.05 0.00017 Af Eb
Af Eu
Af Pg

F,» R2 P H
2348 0.94 2.00E-16 Af Eb
Af Eu
Af Pg

F.e R2 P H
9.02 0.05 0.0001567 Af_Eb
* Af Eu
Kok Af_Pg

F2,292 R2 P H
11.77 0.07 1.22E-05 Af_Eb
Af Eu
Af Pg

F2,292 R2 P H
10.82 0.06 2.94E-05 Af_Eb
Af Eu
Af Pg

F,.n. R2 P H
11.4 0.06 1.70E-05 Af Eb
Af Eu
Af Pg

F,» R2 P H
54.15 0.26 2.00E-16 Af_Eb
Af Eu
Af Pg

E

0.25
0.004
0.014

E
0.084
0
0

E
0.122
0
0

E
2.441
-0.077
-0.097

E
2.085
-0.092
-0.049

E
5.554
-0.309
-0.126

E
2.722
-0.091
-0.044

E
2.939
-0.066
-0.059

E
1.895
0.045
-0.039

Std.
0.00579
0.00645

0.0065

Std.
0.00207
0.00231
0.00233

Std.
0.00227
0.00253
0.00255

Std.
0.0588
0.06558
0.06608

Std.
0.02519
0.02809
0.02831

Std.
0.08104
0.09038
0.09108

Std.
0.04153
0.04632
0.04668

Std.
0.04769
0.05319

0.0536

Std.
0.03211
0.03581
0.03609

T-value
43.236
0.678
2.127

T-value
40.592
-1.827
-1.957

T-value
53.718
-1.867
-0.453

T-value
41.507
-1.181
-1.474

T-value
82.754
-3.267
-1.733

T-value
68.537
-3.416
-1.383

T-value
65.553
-1.966
-0.937

T-value
61.633
-1.234
-1.102

T-value
58.998
1.246
-1.07

P
2.00E-16

0.4998

0.0362

P
2.00E-16

0.0712

0.0536

P
2.00E-16

0.0653

0.6516

P
2.00E-16
0.241
0.144

P
2.00E-16
0.00156
0.08663

P
2.00E-16
0.000972
0.170183

P
2.00E-16

0.0525

0.3514

P
2.00E-16
0.221
0.274

P
2.00E-16
0.216
0.288

= Dis

Fz,ss R2
3.692 0.05

*

Fe R2
2.01 0.02

Fs R2
3.22 0.04

F2,86 R2
1.087 0.001

Fz,ss R2
6.38 0.11

Fs R2
8.13 0.14

Fe R2
2.488 0.03

Fs R2
0.77 0.005

Fz,ss R2
6.638 0.11

AA, Apice do Actleo; AWS, Largura da se¢dio serrada do Actleo ; AWN, Largura da segdo ndo-serrada do Aculeo ; HEL, Tamanho do Olho
Largura da cabeca; WL, Comprimento da Asa; WW, Largura da Asa; TL, Comprimento do Térax; TW, Largura do térax. Az,Vetor de resp
sele¢do; B, gradiente de sele¢do; Ac, A.carambola; Ep, E. pyryformis (uvaia); Sd, S. dulcis (Cajamanga); Eb, E. brasiliensis (Grumichama);
guajava (Goiaba).
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4.CONSIDERACOES FINAIS

Muitos estudos evolutivos tém focado no aspecto univariado, desconsiderando que
caracteres complexos raramente evoluem independente de outros e que diante de pressdes
seletivas, podem compelir a uma resposta fenotipica evolutiva na dire¢cdo da sele¢do, por
estarem sob o regime de padrdes de correlagdo criados por pleiotropia ou desequilibrio de
ligacdo. As andlises multivariadas desenvolvidas nos presentes estudos permitiram uma
melhor compreensdo de padrdes evolutivos em caracteres morfologicos, decompondo a
resposta a seleg@o e os gradientes de selecdo.

A partir desta abordagem, no inseto modelo moscas de olhos pedunculados (Stalk-eyed
fly), encontramos que a selecdo artificial ocasionou mudangas no fenotipo alvo, comprimento
do pedinculo do olho e em outros caracteres ndo-alvo em ambas as linhagens selecionadas.
Desta forma, investigamos o relacionamento dos caracteres com a matriz G, bem como a
resposta a selecdo, que revelaram correlagdo positiva entre estes caracteres € uma resposta
correlacionada a selecdo, sugerindo a agdo ndo-intencional da selecdo em caracteres nao-
alvos. Avaliamos também que a resposta a sele¢do dos caracteres alvo e ndo-alvo muda frente
a disponibilidade de recursos, sugerindo uma plausivel compensagdo energética com uma
persistente a¢do da selegdo ndo-intencional. Assim, nossos resultados sugerem que a selegdo
operou diretamente no pedinculo dos olhos, mas indiretamente em parametros da asa
(particularmente a largura), possivelmente para evitar perdas de performance pelo efeito do
tamanho exagerado dos olhos no voo de machos.

Em espécies de Anastrepha, a estratégia multivariada combinando métodos
filogenéticos comparativos por Morfometria geométrica/distancias lineares com genética
quantitativa evolutiva, permitiu explorar dentre os caracteres analisados, que alguns
apresentam sinal filogenético que diferenciaria espécies de grupos diferentes. No entanto,
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dentro do grupo fraterculus as diferengas sdo menores, apenas com sinal filogenético no
Apice do Actileo e forma da asa, baixa distingio também encontradas nas analises
exploratdrias que caracterizando disparidades pequenas, provavelmente pela alta variacdo
intraespecifica. Por outro lado, a maioria dos caracteres analisados ndo apresentou sinal
filogenético, evidenciando que a evolugdo morfolégica ndo seguiu o modelo estocastico
(Movimento Browniano), corroborado pela correlagdo dos componentes principais matriz da
ancestral, a qual sugere um for¢a direcionando/impulsionando as mudangas. Diante destas
constatagdes e da ampla exploracdo de hospedeiros por algumas espécies, nds investigamos o
papel da selecdo e da plasticidade em espécies polifagas explorando multiplos hospedeiros.
Este estudo envolveu a comparagdo de 4. sp2 aff fraterculus e A. obliqua que emergiram de
trés hospedeiros diferentes, permitindo a avaliagdo do nivel de plasticidade fenotipica
associado a emergéncia de diferentes frutos. Desta forma, encontramos influéncia da
plasticidade fenotipica correlacionada com a resposta a selecao, sugerindo alta associag¢do das
espécies com seus respectivos hospedeiros, refor¢ando o papel da sele¢do e da plasticidade no
processo de adaptacdo, além d seu impacto no sinal filogenético. A combinagdo destas
estratégias comparativas filogenéticas sugere que ha de fato sinal filogenético remanescente
em alguns caracteres para alguns contrastes, embora a plasticidade fenotipica encontrada
possa ser o suficiente para dificultar um diagnostico robusto das espécies do grupo
fraterculus sem a aplicacdo de uma abordagem quantitativa e sem considerar o hospedeiro de
onde eclodiram.

Assim, nossos estudos corroboram trabalhos tedricos e empiricos que evidenciam que a
resposta a selecdo pode revelar potenciais padrdes evolutivos em insetos influenciados por

pressoes diretas ou indiretas do ambiente, ainda este trabalho refor¢a a necessidade de
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considerar o aspecto multivariado dado que fendtipos complexos podem ser moldados por

relagdes criadas por pleiotropia e desequilibrio de ligagao.
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