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RESUMO 
 

O desafio de definir relações taxonômicas entre espécies crípticas ainda é uma questão em aberto 

e pode resultar em classificações tendenciosas e imprecisas.  Isso ocorre porque essas espécies 

apresentam pouca variação fenotípica, mesmo diante de uma divergência evolutiva significativa. 

A análise filogenômica de espécies crípticas, com ênfase particular nas moscas-das-frutas, 

desempenha um papel crucial no âmbito taxonômico e evolutivo, além de ser uma ferramenta 

relevante no contexto do manejo de pragas. As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) do gênero 

Anastrepha são espécies de grande importância econômica em regiões tropicais e subtropicais, 

causando perdas extensivas à fruticultura devido a sua polifagia e fácil adaptação a diferentes 

hospedeiros. A família Tephritidae está entre as mais numerosas famílias de Diptera e inclui 

aproximadamente 4.000 espécies distribuídas em 500 gêneros, com cerca de 1.500 espécies de 

moscas-das-frutas associadas a prejuízos anuais. Devido às notáveis similaridades morfológicas 

entre as espécies em questão, a identificação destas encontra-se intrinsecamente vinculada ao uso 

de estudos morfométricos, que, até o momento, ainda se encontram em estágios iniciais de 

investigação para definir grupos taxonômicos e linhagens. A delimitação de espécies tem se 

mostrado um desafio complexo dentro deste grupo, resultando na formação de clados imprecisos 

e ramos curtos, sobretudo no caso da entidade específica de A. fraterculus, cujos morfotipos 

continuam a gerar incertezas filogenéticas. Ao realizar uma análise abrangente de um grande 

conjunto de genes ortólogos, utilizamos diversas estratégias para selecionar loci que permitem a 

construção de árvores filogenéticas com um conjunto menor de marcadores moleculares, que ainda 

permitem a identificação de espécies de Anastrepha. Ao analisar taxas evolutivas, índices de 

diversidade, hipóteses de classificação de linhagem incompleta, além de fenômenos de introgressão 

e fluxo gênico entre as espécies, buscamos esclarecer melhor os eventos históricos que tornaram a 

diferenciação de linhagens e espécies dentro do gênero Anastrepha um desafio, mesmo diante de 

um extenso conjunto de dados disponíveis. Neste contexto, adotamos uma abordagem que utiliza 

diversas ferramentas de bioinformática para identificar regiões no genoma que possam fornecer 

novos insights sobre as divergências observadas nas árvores filogenéticas de Anastrepha. 

Palavras-chave: genômica, genes ortólogos, introgressão, bioinformática, filogenia 
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ABSTRACT 

 

The challenge of defining taxonomic relationships among cryptic species is still an open question 

and can result in biased and imprecise classifications. This is because these species show little 

phenotypic variation despite significant evolutionary divergence. Phylogenomic analysis of cryptic 

species, with particular emphasis on fruit flies, plays a crucial role within the taxonomic and 

evolutionary scope, in addition to serving as a tool of significant relevance in the context of pest 

management. Fruit flies (Diptera: Tephritidae) of the genus Anastrepha are economically important 

species in tropical and subtropical regions, causing extensive fruit crops losses due to their 

polyphagy and easy adaptation to different hosts. The family Tephritidae is among the largest 

families of Diptera and includes approximately 4,000 species across 500 genera, with around 1,500 

species of fruit flies associated to annual losses. Due to the remarkable morphological similarities 

between the species in question, their identification is intrinsically linked to the use of 

morphometric studies, which, to date, are still in the initial stages of investigation for defining 

taxonomic groups and lineages. Species delimitation has proven to be a complex challenge within 

this group, resulting in the formation of imprecise clades and short branches, especially in the case 

of the specific entity of A. fraterculus, whose morphotypes continue to pose phylogenetic 

uncertainties. Through a comprehensive analysis of a large set of orthologous genes, we used 

several strategies to seek efficient subsets of select loci that are still able of accurately infer 

phylogenetic trees and identify different lineages of Anastrepha. By analyzing evolutionary rates, 

diversity indices, hypotheses of incomplete lineage classification, as well as the phenomena of 

introgression and gene flow between species, we aim to better understand the historical events that 

have made the differentiation of lineages and species within the genus Anastrepha a challenging, 

despite the extensive set of available data. In this context, we adopted an approach that uses several 

bioinformatics tools to identify regions in the genome that can provide additional insights into the 

divergences observed in the phylogenetic trees of Anastrepha. 

Keywords: genomics, orthologous genes, introgression, bioinformatics, phylogeny 

 

 

  



3 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

1. Introdução geral 

Figura 2: Variações do acúleo para a complexo fraterculus ............................................................2  

Figura 1: Representação esquemática do ciclo biológico das moscas-das-frutas do Complexo 

fraterculus.........................................................................................................................................3 
 

Capítulo 1: Comparative subsampling of phylogenomic informative loci to delimit species in 

Anastrepha 
 

Figure 1: Spatial configuration of the sampling distribution of the 15 species of the genus 

Anastrepha, with samples distributed in North and South America.................................................79 

Figure 2: Multispecies coalescent species tree of Anastrepha species and five other Tephritidae 

species as outgroups based on 3,170 genes inferred in ASTRAL....................................................86 

Figure 3: Maximum likelihood inference from concatenated 3,168 genes of Anastrepha species 

with focus on the fraterculus group using A. striata and A. bistrigata as outgroups inferred in 

RAxML. .......……………………………………………………………………………..………87 

Figure 4: Summary of gene concordance and conflict based on PhyParts analysis against the 

species tree inferred on ASTRAL based on the Anastrepha dataset................................................88 

Figure 5:  Visualization of phylogenetic congruence between the topology produced by all 

loci..................................................................................................................................................90 

Figure 6:  Chromomap distribution of loci across the A. ludens genome........................................93 

Figure 7:  Summary of concordance and conflict inferred on Astral and plotted with Phyparts and 

Phypartspiecharts............................................................................................................................94 

Figure 8:  Summary of concordance and conflict inferred on Astral and plotted with Phyparts and 

Phypartspiecharts............................................................................................................................95 

Figure 9:  Violin plots of values of A) dN/dS, C) Evolutionary rate, E) Saturation and G) Treeness 

for the Anastrepha dataset, and B) dN/dS, D) Evolutionary rate, F) Saturation and H) Treeness for 

the fraterculus dataset.....................................................................................................................98 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Capítulo 2: Use of different strategies to subsample genomic data to investigate phylogenetic 

relationships in Anastrepha 

 

Table 1 –  Sampling information. …………………..................................…...........................…..77 

Table 2 – Average values for different evolutionary and population parameters across the whole 

dataset and in each reduced subset…………………………………………………..……….……97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

SUMARIO 

 

 

1. Introdução geral ………………………………………………………..…......…...........………1 

1.1. Complexo fraterculus, Espécies crípticas, Ecologia e combate às Moscas-das-frutas................2  

1.2 Filogenia do Complexo fraterculus………………………………………….............….....…..5 
 

1.3 Influência da introgressão na evolução das Anastrephas………………………….....…………7 

2. Objetivos.....................................................................................................................................10  

2.1 Objetivo geral............................................................................................................................10 

2.2 Objetivos específicos................................................................................................................10 

Hipótese geral.................................................................................................................................10 

Referências.....................................................................................................................................11 
 

 

1º Capítulo: Population Differentiation with Introgression 

 

Resumo…………………………………………………………..……………………………..27 

Abstract ………………….……………………………………………....……….……………27  

1. Introdução …………………………………………………..………………………………28 

2. Objetivos.................................................................................................................................30 

2.1 Objetivo Geral.......................................................................................................................30 

2.2 Objetivos específicos............................................................................................................30 

3. Bases Genômicas da Diferenciação Populacional e Especiação ………........………..…….31 

4. A Interação entre Fluxo Gênico e Deriva Genética na Estrutura Populacional……...……..32 

5. Dinâmicas de Estrutura Populacional com Contato Secundário ………………......…...…..35 

6. Padrões Genômicos de Introgressão......................................................................……….…37 

7. Interação entre Fluxo Gênico, Seleção e Estrutura Populacional ……........……….…...…..39 

8. Efeitos Antropogênicos na Introgressão………………..……………..........……….……....42 

9. Processos de Diferenciação e Fluxo Gênico em Ambientes Neotropicais………….………45 

Conclusão ………………..……………………………………………..............……………..49 

References ……………………………………………………………...............………….….51 
 

 

2º Capítulo: Use of different strategies to subsample genomic data to investigate phylogenetic 

relationships in Anastrepha 
 

Resumo……………………………………………………………………….……….………72 

Abstract.....................................................................................................................................72 

1. Introduction...........................................................................................................................74 

2. Materials and methods..........................................................................................................76 

2.1 Data processing...................................................................................................................76 

2.2 Species Trees Inference and Concordance Analysis...........................................................79 

2.3 Search for Phylogenetically Informative Genes..................................................................80 

2.4 Incomplete Lineage Sorting (ILS) and Introgression..........................................................82 

2.5 Phylogenetic and evolutionary parameters..........................................................................82 

2.6 Tests of tree compatibility...................................................................................................84 

2.7 Gene Mapping.....................................................................................................................84 

3. Results...................................................................................................................................84 



6 

 

3.1 Species tree inference and concordance analyses...............................................................85 

3.2 Phylogenetic Inferences and the Search for Informative Genes.........................................89 

3.3 Association of phylogenetic parameters to reduced subsets...............................................96 

4. Discussion.............................................................................................................................98 

References................................................................................................................................104 

Material Suplementar...............................................................................................................113 

 



1 

 

1. Introdução geral 

 
 

As moscas-das-frutas são espécies fitófagas que pertencem à ordem Diptera, subordem 

Brachycera, infraordem Muscomorpha, seção Schizophora, superfamília Tephritoidea e família 

Tephritidae (McAlpine, 1989). Os Tephritidae são representados por mais ou menos 4.700 espécies 

distribuídas em 500 gêneros, porém a classificação de algumas espécies dessa família ainda é 

considerada insatisfatória por problemas na taxonomia e identificação das espécies, devido a 

dificuldades práticas, pois a identificação é baseada exclusivamente na morfologia das fêmeas 

(Selivon, Perondini, Morgante; 2005; Han e Ro, 2009; Norrbom et al. 1999, 2014, 2004; Perre et 

al. 2016).  

As principais pragas da fruticultura brasileira são caracterizadas por sua polifagia, o que lhes 

permite infestar uma ampla variedade de cultivos frutíferos de elevado valor comercial. Esta 

infestação resulta em consideráveis prejuízos para a economia global (White e Elson-Harris, 1992; 

Norrbom, 2004; Pereira-Rêgo et al. 2011; Bachmann et al., 2019). O Brasil se configura como o 

terceiro maior produtor mundial de frutas do mundo (INCT, 2009; Brazilian Horti and Fruti 

Yearbook 2020, Abrafrutas 2020) e o parasitismo dessas espécies de dípteros frugívoros, 

especialmente dos Tephritídeos, causam grandes prejuízos econômicos anuais (Garcia e Norrbom, 

2011; Morais et al. 2021).  

Entre os Tephridídeos que causam os maiores prejuízos em frutíferas no Brasil e no mundo, 

com restrições quarentenárias, temos espécies dos gêneros Anastrepha (Schiner), Ceratitis capitata 

(Wiedemann) e Bactrocera (Drew & Hancock) (Zucchi, 2000; Uchoa, 2012; De Oliveira et al. 

2019; Gallo-Franco e Toro-Perea, 2020; Troya et al. 2020). O gênero Anastrepha é endêmico das 

Américas com distribuição biogeográfica na região Neotropical com mais de 300 espécies 

identificadas (Aluja, 1994; Norrbom 2004a; Norrbom et al. 1999, 2012, 2018; Raga et al. 2004; 

Norrbom e Korytkowski 2009, 2011; Troya et al., 2020), com sete destas  de grande importância 

econômica: Anastrepha grandis Macquart, 1846, A. fraterculus Wiedemann, 1830, A. obliqua 

Macquart, 1835, A. pseudoparallela Loew, 1873, A. sororcula Zucchi, 1979, A. striata (Schiner, 

1868) e A. zenildae Zucchi, 1979 (Zucchi, 2000). 
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1.1. Complexo fraterculus, Espécies crípticas, Ecologia e combate às Moscas-das-frutas  

 

O agrupamento taxonômico conhecido como fraterculus apresenta evolução recente e 

inclui cerca de 40 entidades taxonômicas (Norrbom e colaboradores, 2012; Fontoura et al., 2018; 

Rodriguez et al. 2018). São definidas como espécies crípticas que nada mais são do que táxons 

com grandes semelhanças morfológicas, porém, evidências indicam que estão em diferentes 

caminhos evolutivos, gerando controvérsias taxonômicas e evolutivas (Bickford et al. 2007; Struck 

et al. 2018). Dessa forma, o complexo fraterculus compõe um conjunto de espécies crípticas que 

são classificadas dentro de uma única espécie, embora caracteres morfológicos distintos discordem 

em sua identificação, levando a errôneas classificações, o que tem dificultado a filogenia desse 

grupo (Barr, 2005; Selivon, Perondini e Morgante et al. 2005a). Os estudos de espécies crípticas 

servem como ponte entre a multidisciplinaridade com suporte dos conhecimentos da taxonomia, 

padrões filogenéticos, estudos de ecossistemas e ajuda a entender as tendências de processos macro 

e microevolutivos das espécies (Pante, et al., 2015; Nygren, 2013; Bickford et al. 2007; Struck et 

al. 2018). Para as espécies de A. fraterculus ainda faltam recursos diagnósticos suficientes para 

diferenciá-los, mesmo com grande esforço mundial, advindo de diferentes fontes de conhecimentos 

(Prezotto et al. 2019). 

Ainda assim, medidas morfométricas de asas, cabeça, tórax e acúleo da fêmea são caracteres 

morfológicos comumente usados na identificação das espécies intimamente relacionadas de 

Anastrepha (Hernández-Ortiz et al. 2004, 2015). Mesmo sendo caracteres que sofrem grande 

plasticidade, há forte variação sazonal nas populações devido a fatores bióticos e abióticos em 

escalas regionais e locais (Begon et al. 1996), essa plasticidade é observada com mais precisão na 

estrutura do acúleo demonstrando grande variação morfológica no complexo fraterculus (Lopes et 

al. 2013) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1: Variações do acúleo para a complexo fraterculus (Fonte: própria autoria)  
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Sobre a biologia do desenvolvimento, os indivíduos adultos de espécies do complexo 

fraterculus medem cerca de 6,5 mm a 7mm de comprimento, de coloração amarela e asas com 

faixas de cor marrom (Gallo et al. 2002). O processo de acasalamento ocorre mediante a prática de 

cortejo pelo macho à fêmea, ocorrendo comumente por meio do fenômeno conhecido como 

lekking. Esse padrão comportamental engloba uma série de exibições visuais e acústicas, além da 

atração mediada por feromônios. O sucesso reprodutivo da espécie pode ser determinado pela 

compatibilidade ou incompatibilidade reprodutiva entre os indivíduos envolvidos (Segura et al. 

2007; Gomez Cendra et al. 2011; Dias, 2016). 

 
Figura 2: Representação esquemática do ciclo biológico das moscas-das-frutas do Complexo 

fraterculus.  

 

Após o acasalamento, fêmeas escolhem frutos para oviposição, preferindo as verdes ou em 

processo de amadurecimento. As larvas em condições adequadas se desenvolvem na polpa do fruto, 

induzindo a podridão e deformação do fruto e sua decomposição prematura (Aguiar-Menezes et 

al. 2004). As larvas se desenvolvem no endocarpo do fruto e, após 6 a 11 dias, deixam o fruto para 

empupar no solo. Após 9 a 11 dias, ocorre a emergência dos adultos reiniciando o ciclo (Figura 2). 

A média de duração do ciclo em espécies do complexo dura entre 24 a 39 dias (Souza Filho et al. 

2004). O número de hospedeiros varia de acordo com a espécie de Anastrepha, que abrange desde 

espécies que podem ser monófagas (preferência por uma única espécie vegetal), estenófagas 
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(plantas parasitadas são do mesmo gênero), oligófagas (parasitam vários gêneros da mesma 

família) e polífagas que se alimentam de espécies vegetais de famílias diversas (Zucchi, 2000). As 

moscas-das-frutas exploram aproximadamente 80 espécies vegetais de 15 famílias diferentes 

(Malavasi e Zucchi, 2000; Gómez-Cendra et al. 2016). Devido à sua capacidade de parasitar uma 

ampla diversidade de plantas, o controle de espécies-praga desse gênero representa um desafio 

significativo. Isso ocorre devido à limitada eficácia das técnicas tradicionais empregadas para seu 

manejo. 

A forma mais conservadora e de maior difusão de combate a essas espécies-praga é o 

emprego principalmente de inseticidas, produtos fitossanitários de aplicação seletiva, associado a 

um atrativo alimentar em forma de isca tóxica. Esse controle químico apesar de efetivo, causa 

grandes consequências no âmbito ambiental e da saúde humana (Carvalho et al. 2000; Nava e 

Botton, 2010). O uso de agentes biológicos como espécies parasitóides Pachycrepoideus 

viriendemmiae (Hymenoptera: Pteromalidae), Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: 

Braconidae), Doryctobracon brasiliensis e D. areolatus (Hymenoptera: Braconidae), que predam 

as larvas das moscas-das-frutas, são usadas como controle biológico de A. fraterculus em 

plantações de citrus no Brasil (Zucchi e Canal, 1996; Paranhos et al. 2003; Poncio, 2015; 

Gonçalves, 2016; Paranhos et al. 2019). Outra técnica utilizada de controle foi adaptada da mosca 

varejeira Cochliomyia hominivorax (Coquerel), chamada técnica do inseto estéril (TIE). Trata-se 

de em um método genético usado em programas de manejo integrado a outras formas de combate 

a pragas (Knipling, 1959, 1985). Através desta, machos criados em larga escala são esterilizados 

por emissão de radiação gama. Uma vez liberados de forma inundativa, o macho ao copular com 

as fêmeas, não gera descendentes por serem estéreis, o que onera e diminui consideravelmente as 

populações das moscas-das-frutas em número de indivíduos (Montoya et al. 2010; Ramírez-Santos 

et al. 2021).  

Por tudo isso, o abandono do emprego tradicional de controle de pragas e aplicações mais 

modernas e co-associadas de técnicas que causem menor prejuízo ambiental fazem parte do cerne 

da fruticultura moderna mundial (Corsato, 2004). Faz-se necessário, para um melhor 

direcionamento dos programas de manejo e controle, conhecer os processos de especiação, 

distribuição espacial e sua biologia evolutiva desse complexo de espécies, que fornecerá subsídios 

para um combate mais direcionado e efetivo (Oliveira, 2009). 
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1.2 Filogenia do Complexo fraterculus 

 

A espécie nominal Anastrepha fraterculus é reconhecida como um complexo de espécies 

crípticas com oito morfotipos identificados distribuídos nas Américas Central e do Sul (Prezotto et 

al. 2019). Estudos relacionados a genética de populações (Steck, 1993; Alberti et al. 1999; Selivon, 

Perondini e Morgante, 2005; Selivon e Perondini, 2007; Sutton et al. 2015; Barr et al. 2017), 

morfometria (Norrbom et al. 1999; Selivon et al. 2005b;  Perre et al. 2014; Hernández-Ortiz et al. 

2004, 2012, 2015), citogenética (Selivon, Perondini e Morgante, 2005; Basso et al. 2003; Goday 

et al. 2006; Cáceres et al. 2009; Giardini et al. 2020), estudos moleculares (Morgante et al. 1980, 

Steck e Sheppard, 1993; Smith-Caldas et al. 2001; McPheron et al. 1999; Rocha e Selivon, 2004; 

Selivon et al. 2005; Barr e McPheron, 2005; Boykin et al. 2006; Manni et al. 2015; Isaza et al. 

2017; Passos et al. 2018; Congrains et al.  2021, 2023) e outros estudos integrativos que tem sido 

conduzidos como parte de um esforço mais amplo para aprimorar a compreensão das interações 

entre as espécies intimamente relacionadas. Apesar da aplicação de uma abordagem 

multidisciplinar, subsiste a dificuldade em estabelecer a taxonomia do grupo com precisão. 

Processos evolutivos como introgressão de genes que ocorrem entre espécies-irmãs, 

também influenciam diretamente na filogenia do grupo como encontrado em Diaz et al. (2018) 

entre as espécies Anastrepha fraterculus, A. sororcula e A. obliqua, sugerindo que as mesmas estão 

em processo incipiente de especiação. Mesmo trabalhos que utilizaram um grande conjunto de 

dados genômicos como Mengual et al. (2017) e Congrains (2021, 2023), ainda não foram 

suficientes para elucidar a filogenia do grupo, apontando regiões genômicas espécies-específicas 

que as diferenciam. Como uma forma de resolver essa questão taxonômica, abordagens 

multidisciplinares mais recentes, envolvendo dados morfológicos, fisiológicos, comportamentais e 

genéticos, mostram que a resolução do complexo de espécies pode determinar os limites entre as 

espécies, se baseando em diferentes fontes de conhecimento e de forma independente (Matthews e 

Matthews, 1978; De Queiroz, 2007; Schutze et al. 2014; Dias et al. 2016, Congrains 2021, 2023).  

Atualmente, estudos filogenéticos e filogenômicos, com uma grande gama de dados 

genômicos, aliados a novas tecnologias de análises genéticas, permitem novas inferências de 

diferenciação entre grupos animais de táxons próximos (Johnson et al. 2018). Diversos estudos 

moleculares de diferentes partes do genoma tentaram elucidar a filogenia do grupo fraterculus, 

como estudos de Steck e Sheppard, 1993; McPheron et al. 1999; Smith-Caldas et al. 2001; Ludeña 

et al. 2010; Mengual et al. 2017, Congrains 2021, 2023). Porém, a filogenia para algumas espécies 
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do grupo fraterculus ainda apresenta filogenias mal resolvidas, sobretudo por se tratar de espécies 

de divergência recente e que passaram por rápidos processos de radiação, além da grande 

semelhança morfológica (Barr e McPheron, 2006, Condon et al. 2008, Clarke et al. 2005, Silva e 

Barr, 2008, Virgilio et al. 2009, 2013; Congrains et al. 2021).  

Outra questão a ser ainda esclarecida é sobre a monofilia do grupo e o quanto representa 

uma linhagem evolutiva. Estudos morfométricos (Norrbom et al. 1999)  e moleculares (Han e 

McPheron, 1997); McPheron et al. 1999); Han e Ro, 2009; Segura et al. 2006; Congrains et al. 

2023) confirmam a monofilia, porém outros dados genéticos considerando diferentes marcadores 

(McPheron et al. 1999; Barr et al. 2005) rejeitam essa hipótese, assim como análises isoenzimáticas 

(Morgante et al. 1980) e de marcadores nucleares (Ruiz et al. 2007a; 2007b). A parafilia do grupo 

é apontada em estudos de McPheron et al. (1999), Norrbom et al. (1999b), Barr et al. (2005), 

Mengual et al. (2017). A relação entre espécies do gênero Anastrepha como A. grandis, A. 

serpentina, A. striata e A. pickeli mostram uma relação monofilética e parafilética entre as espécies 

A. fraterculus, A. obliqua, A. distincta e A. bahiensis (Velasco-Cuervo et al. 2019). Em A. obliqua, 

a monofilia foi bem caracterizada através de marcadores moleculares nucleares (Passos et al. 2018, 

Scally et al. 2016). A monofilia do grupo fraterculus foi comprovada por dados de transcriptoma 

por Congrains et al. (2021) e a parafilia entre espécies de seis morfotipos de A. fraterculus 

distribuídas nas Américas do sul e norte por Congrains et al. (2023). A definição problemática da 

taxonômica dos estudos citados pode ser influenciado pela amostragem ou caracteres insuficientes 

(Silva e Barr, 2006). Porém, em espécies de divergência recente e com rápida diferenciação, além 

de fatores evolutivos como fluxo gênico interespecífico e deriva genética que possibilitam 

filogenias imprecisas (Giarla e Esselstyn, 2015; Li et al. 2019). 

Portanto, a investigação da biologia dessa praga, podendo abranger vários aspectos 

biológicos, com ênfase na investigação molecular, pode fornecer insights cruciais para o 

desenvolvimento de métodos eficazes de manejo e controle, considerando o seu significativo 

impacto econômico. Ademais, o entendimento da distribuição espacial e populacional das espécies, 

assim como de seus territórios, é fundamental para otimizar as estratégias de manejo (Park e 

Tollefson, 2006; Nicácio et al. 2019).  
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1.3 Influência da introgressão na evolução das Anastrephas 

 

O processo de introgressão pode ser definido como um fenômeno da genética evolutiva no 

qual ocorre a transferência de genes a partir do cruzamento entre espécies diferentes e posterior 

retrocruzamento, tornando-se fonte importante de variação genética e do surgimento de novas 

espécies e fenótipos. Os alelos podem ser fixados uma vez que conferem alguma vantagem 

adaptativa, ou não são suficientemente deletérios (Anderson, 1949; Rieseberg e Carney, 1998; 

Twyford e Ennos, 2012; Arnold e Martin, 2009; Suarez-Gonzalez et al. 2018). O cerne de novos 

estudos sobre a hibridação concentra-se em investigar o processo do fluxo gênico nos processos 

adaptativos em espécies híbridas e em novas espécies (Arnold, 2006). Mallet (2005) afirma que a 

introgressão pode ser definido como um processo de fluxo gênico entre espécies onde há “invasão 

do genoma”, sobretudo quando há sobreposição de nichos e distribuição espacial facilitando assim, 

o fluxo gênico entre diferentes espécies.  

 Ao refletir sobre a natureza da origem da hibridação introgressiva, Willis et al. (2012) e 

Rhymer e Simberloff, (1996) relatam que esse evento pode acontecer normalmente na natureza, 

desde que esteja presente em habitats não perturbados, refletindo um dos importantes processos 

evolutivos. Processos contínuos de retrocruzamento podem mascarar os loci posteriormente 

introgressados, e mesmo as tecnologias mais avançadas de sequenciamento podem detectar falsos 

positivos (Huerta-Sánchez et al. 2014; Hibbins e Hahn, 2022). Os processos de intercruzamento 

podem aumentar ou diminuir a frequência de alelos adaptativos e não há garantia que esses alelos 

irão subsistir na espécie receptora de genes introgredidos (Martin e Jiggins 2017; Dagilis et al. 

2021). Identificar esses loci que foram herdados não é uma tarefa muito fácil. Um grande conjunto 

de dados genômicos está sendo usado de genomas ou transcriptomas para estimar árvores gênicas 

em comparação à árvore de espécies (Fontaine et al. 2015; Edelman et al. 2019; Hibbins e Hahn, 

2022).  

A introdução de novos genes em espécies com importância econômica, sobretudo em 

espécies-praga, pode resultar em adaptações evolutivas, como a conquista de novos habitats, 

aumento no número de hospedeiros a serem explorados e criação de biótipos ou raças (Lewontin e 

Birch 1966; dos Santos et al. 2001; Arcella et al., 2015). Mesmo que tenha sido reportado uma 

menor aptidão em híbridos, alguns que fogem dessa janela de aptidão podem se adaptar ao 

ambiente e dar origem a novas espécies e linhagens (Levin et al. 1996; Egan e Funk, 2009; Schwarz 

about:blank


8 

 

et al. 2005; Abbott et al. 2013). Caso esse, que pode ser espelhado em espécies-pragas da família 

Tephritidae, espécies polífagas, cuja semelhança morfológica dificulta o processo de identificação. 

Mesmo que tenha sido reportado que algumas espécies apresentem diferentes horários de cópula e 

diferença na vocalização dos machos na atração das fêmeas, torna-se uma barreira de isolamento 

pré-zigotica (Malavasi et al. 1983; Morgante et al. 1993). Como algumas espécies da família 

Tephritidae possuem divergência recente sua filogenia ainda é de certo conturbada, essas 

discordâncias podem ter como uma das fontes a introgressão genética (Degnan e Rosenberg, 2009; 

Giarla e Esselstyn, 2015).  

O gênero Anastrepha, sobretudo espécies do complexo fraterculus, possui um histórico de 

divergência recente. Por essa especificidade, Mallet (2005) afirma que espécies de evolução recente 

possuem barreiras de isolamento mais fracas que facilitam as trocas gênicas e processos 

introgressivos, processo este que pode levar à diminuição da divergência interespecífica entre as 

espécies. Árvores filogenéticas conflitantes podem ser indícios de sinais de introgressão (Baack e 

Rieseberg, 2007), e esses conflitos na filogenia de Anastrepha foram vastamente documentados 

para dados genômicos e mitocondriais (Congrains et al. 2021; 2023), uma vez que se trata de um 

complexo de espécies crípticas (Manni et al. 2015). Olhando evolutivamente para a ordem Diptera, 

além de modelos para estudos na genética comparativa, ecológicos e estudos de evolução, também 

foram encontradas evidências de introgressão em Anopheles (Choochote et al. 2014; Fontaine et. 

al., 2015) e presença de zonas híbridas entre drosofilídeos (Lachaise et al. 2000; Llopart et al. 

2005). Especialmente em espécies-pragas, o processo de introgressão podem ser provocados por 

introduções de espécies de forma proposital ou acidental, aumentando o fitness adaptativo de 

pragas a um novo habitat e hospedeiros (Allendorf et al. 2001; 2010). 

Esta tese está estruturada em dois capítulos. O primeiro, intitulado "Population 

Differentiation with Introgression", tem como objetivo discutir, de maneira acadêmica e teórica, 

como as espécies evoluem, mesmo diante de processos anteriormente considerados barreiras à 

evolução. Com os avanços tecnológicos, o aprimoramento das análises bioinformáticas e o 

desenvolvimento da genômica, foi possível analisar grandes volumes de dados, permitindo uma 

compreensão mais aprofundada de aspectos evolutivos que antes eram considerados raros na 

natureza. Nesse contexto, abordamos o caráter dinâmico e muitas vezes controverso do conceito 

de espécie, especialmente quando se tenta reconstruir a filogenia de certos grupos de espécies e 
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linhagens. Um exemplo emblemático são as moscas-das-frutas da família Tephritidae, 

particularmente o gênero Anastrepha. Para algumas espécies, como A. fraterculus, ainda não há 

uma definição clara de espécie devido à sua polifagia e à capacidade de adaptação a diferentes 

ambientes. Esses fatores contribuem para que A. fraterculus seja vista como uma ‘unidade 

biológica’ em continuo processo evolutivo, com diferentes morfotipos que permanecem como uma 

incógnita filogenética. 

Outro ponto central abordado neste capítulo é o processo de introgressão, analisado 

extensivamente a partir de dados empíricos, apresentados no segundo capítulo, intitulado 

"Comparative subsampling of phylogenomic informative loci to delimit species in Anastrepha". 

As análises realizadas demonstram que as incertezas taxonômicas dentro da família Tephritidae 

não se restringem a esse único processo evolutivo. A introgressão revelou-se um mecanismo 

fundamental não apenas para influenciar alterações fenotípicas e genotípicas, mas também para 

diferenciar espécies, mesmo em contexto de fluxo gênico. Isso é particularmente evidente em 

espécies com divergência recente, uma característica biológica reconhecida no gênero Anastrepha, 

que apresentam maior probabilidade de introgressão em seu genoma.  

Com base no arcabouço teórico apresentado no primeiro capítulo, o segundo capítulo 

prossegue com análises empíricas utilizando um amplo conjunto de marcadores moleculares, 

permitindo uma investigação detalhada de outros parâmetros evolutivos, como seleção positiva e 

sinais filogenéticos. Apesar de termos identificado um sinal filogenético significativo capaz de 

diferenciar espécies, populações e até mesmo gêneros dentro da família Tephritidae, fatores como 

saturação de dados, classificação de linhagens (Incomplete Lineage Sorting-ILS) e introgressão 

emergem como processos capazes de mascarar a filogenia. Esses fenômenos são especialmente 

relevantes em espécies que estão evolutivamente em estágios de adaptação e desenvolvimento no 

ambiente. 

Concluímos que os dois capítulos desta tese oferecem uma análise integrada e 

complementar: o primeiro discute teoricamente os processos que moldam a evolução das espécies, 

enquanto o segundo aplica essa base teórica à prática, explorando como esses processos podem 

separar ou unir filogeneticamente grupos de espécies. Essa dinâmica evolutiva depende tanto da 

natureza e das interações das espécies quanto da qualidade e abrangência dos dados utilizados, os 

quais são essenciais para compreender os mecanismos que moldam a evolução em diferentes 

contextos. 
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2. OBJETIVOS  

2.1 Objetivo geral:  

 

Explorar uma grande gama de mais de 3.000 genes potencialmente informativos para 

identificar genes e determinar o potencial filogenético afim de descrever adequadamente a filogenia 

das espécies pertencentes ao gênero Anastrepha e efetivamente diferenciar linhagens evolutivas de 

espécies de moscas-das-frutas da família Tephritidae em um conjunto menor de marcadores. 

 

2.2 Objetivos específicos: 

- Examinar os padrões de seleção positiva ao longo dos genes através do uso de abordagens 

baseadas nos valores de ꞷ (dN/dS); 

- Averiguar as pressões de seleção mais atuaram sobre as linhagens das espécies de Anastrepha; 

- Explorar as árvores de genes e de espécies através de inferências filogenômicas e medir a 

resolução filogenética entre espécies de Anastrepha. 

- Investigar através de diferentes parâmetros evolutivos o potencial filogenético do conjunto de 

genes órtologos 

- Realizar através de diferentes metodologias em bioinformática, genes que possam ter potencial 

filogenético.  

-Esclarecer a história evolutiva, para esse conjunto de loci, do gênero Anastrepha e dentro do 

complexo A. fraterculus. 

 

Hipótese geral 

 

A diversidade genética de mais de 3.000 genes potencialmente informativos permitirá a 

identificação de marcadores filogenéticos específicos e a construção de uma árvore filogenética 

mais robusta e precisa para as espécies do gênero Anastrepha, possibilitando a diferenciação eficaz 

das linhagens evolutivas das moscas-das-frutas da família Tephritidae. 
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1º Capítulo: Diferenciação populacional com introgressão 

Resumo 

Espécies são usadas como indicadores de vulnerabilidade em nível populacional, em diferentes estudos, principalmente 

porque, com base em fundamentos teóricos, desempenham papel importante como parâmetros ecológicos e evolutivos 

e têm consequências práticas em vários campos, principalmente em estudos sobre biodiversidade. No entanto, há 

controvérsias sobre o que realmente forma uma determinada espécie, uma vez que essa ideia é frequentemente baseada 

em diferentes atributos biológicos e forças evolutivas. Assumindo que é assim, por causa da combinação de relevância 

e discordância, vários novos métodos têm proposto recentemente para ajudar a resolver esse dilema. Novos métodos e 

dados, embora promissores, ainda não atenuaram essas alegações. Na verdade, eles evidenciaram a alta complexidade 

do que forma uma determinada espécie na natureza, ao invés do que se pensava anteriormente. Essa descoberta trouxe 

uma nova perspectiva para os níveis de introgressão que ocorrem entre diferentes espécies, um fato que levou à 

conclusão de que esses processos parecem ser ainda mais significativos nos Neotrópicos. Assim, sob essa perspectiva, 

a seleção natural não é a única força que molda espécies e populações em seus ambientes, uma vez que está bem 

documentado que elas podem se diferenciar umas das outras, mesmo quando se trata da incidência de forças seletivas 

antagônicas, como fluxo gênico, deriva genética, recombinação e processos de introgressão, bem como que podem ser 

acessadas a partir da perspectiva conservacionista. No entanto, além de influenciar a filogenia de um número 

significativo de espécies, a introgressão pode favorecer variações fenotípicas e genotípicas que, por sua vez, podem 

ser responsáveis por adaptações, principalmente em populações forçadas a se ajustar a mudanças climáticas contínuas 

e perda de habitat. Com base em um arcabouço conceitual e teórico, o presente estudo comparou a mística da 

introgressão como força seletiva pungentemente negativa à maneira como ela pode gerenciar processos históricos e 

potencialmente habilitar variações genéticas importantes capazes de afetar processos ecológicos e evolutivos em 

diferentes espécies e em populações pequenas e grandes. 

Palavras-chave: Evolução, Conservação, Seleção natural, Fluxo gênico, Neotropicos. 

Abstract 

Species are used as vulnerability indicators at population level, in different studies, mainly because, based on 

theoretical foundations, they play important part as ecological and evolutionary parameters and have practical 

consequences in several fields, mostly in studies about biodiversity. Yet, there are controversies about what really 

forms a given species, since this idea is often based on different biological attributes and evolutionary forces. 

Assumingly, it is so, because of the combination of relevance and disagreement several new methods have been 

recently proposing to help solving this dilemma. New methods and data, although promising, have not yet mitigated 

these claims. Actually, they have evidenced the high complexity of what forms a given species in nature, rather than 

it was previously thought. This finding has brought a new perspective to the introgression levels taking place among 

different species, a fact that led to the conclusion that these processes appear to be even more significant in the 

Neotropics. Thus, from this perspective, natural selection is not the only force shaping both species and populations in 

their environments, since it is well documented that they can differentiate themselves from each other, even when it 

comes to the incidence of antagonistic selective forces, such as gene flow, genetic drift, recombination and 

introgression processes, as well as that they can be accessed from the conservationist perspective. Nevertheless, besides 

influencing the phylogeny of a significant number of species, introgression can favor phenotypic and genotypic 

variations that, in their turn, can account for adaptations, mainly in populations forced to adjust to continuous climate 

changes and habitat loss. Based on a conceptual and theoretical framework, the current study compared the mystique 

of introgression as poignantly negative selective force to the way it can manage historical processes and potentially 

enable important genetic variations capable of affecting ecological and evolutionary processes in different species, and 

in small and large populations. 

 Keywords: Evolution, Conservation, Natural selection, Gene flow, Neotropics 
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1. Introdução 

O livro mais famoso de Charles Darwin, "Sobre a Origem das Espécies", na verdade tem o 

título completo "Origem das Espécies por Meio da Seleção Natural, ou a Preservação das Raças 

Favorecidas na Luta pela Vida", que reflete como Darwin via o processo de formação das espécies, 

tendo a seleção natural como o principal impulsionador, mas não a única força envolvida com sua 

diferenciação. De acordo com Darwin, à medida que a seleção natural e a adaptação prosseguiam, 

elas lentamente afastariam as populações. Darwin então via a diferenciação como um continuum 

no qual a separação efetiva de diferentes "espécies" seria estabelecida mais ou menos 

arbitrariamente, de modo que as espécies não teriam realidade na natureza, ao contrário da visão 

fixista mantida na época. Apesar dessa continuidade, a separação entre populações promovida por 

sua adaptação a diferentes nichos, e a extinção de ancestrais e intermediários, seriam responsáveis 

pelas lacunas que encontramos entre as espécies (Darwin, 1859). 

Mesmo na época de Darwin, a sugestão de que espécies seriam construções relativamente 

arbitrárias foi recebida com ceticismo por pesquisadores que acreditavam que qualquer historiador 

natural era capaz de ver a realidade das espécies ao investigá-las na natureza (Sharp, 1871). Com 

o passar do tempo, a visão de que espécies na natureza seriam reais foi filosoficamente reforçada 

por pesquisadores que consideravam as espécies não mais como tendo uma essência, como 

originalmente proposto por Aristóteles, mas inicialmente como uma classe e depois como um 

indivíduo (Hull, 1978), e a questão mudou para a compreensão das forças envolvidas em sua 

formação. 

Embora a grande maioria dos pesquisadores hoje reconheça as espécies como unidades 

evolutivas reais, a compreensão do que determina essa realidade e quais forças evolutivas estariam 

envolvidas em sua manutenção continua sendo os principais pontos de discórdia. Alguns 

pesquisadores, como Mayr e Dobzhansky, sugeriram que a realidade das espécies seria mantida 

porque seus membros compartilhariam uma estrutura genética/ecológica comum, estabelecendo o 

que Mayr apelidou de “campos de recombinação” (Mayr, 1963). Essa interpretação expandiu a 

visão da síntese evolutiva que considerava principalmente os genes individualmente na especiação 

(no que Mayr depreciativamente se referiu como “genética beanbag”) para reforçar a expressão da 

variação no contexto ecológico e fenotípico de um indivíduo. Essa ênfase no potencial de variação 

genética ser compartilhada e apropriadamente expressa em diferentes indivíduos em um contexto 
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ecológico fez Mayr enfatizar o isolamento reprodutivo como um aspecto essencial para o 

reconhecimento de espécies distintas, levando ao “Conceito Biológico de Espécie” (CBE). 

Os fundamentos do CBE intuitivamente faziam sentido para vários pesquisadores, tanto que 

foi amplamente aceito e disseminado para se tornar, sem dúvida, a definição de espécie mais 

comum, mesmo fora da comunidade científica. No entanto, mesmo naquela época, os botânicos 

estavam encontrando vários casos em que híbridos eram formados entre diferentes "espécies" que 

ainda mantinham suas identidades e não conseguiam homogeneizar. Esses híbridos até levaram 

alguns a enfatizar o importante papel que a recombinação dessa variação interespecífica pode ter 

no processo adaptativo (Anderson e Stebbins Jr., 1954). O abismo entre botânicos e zoólogos 

culminou com Paul Ehrlich e Peter Raven (1969) propondo que a manutenção da identidade das 

espécies seria uma consequência de adaptações a nichos específicos, mais do que ao isolamento 

reprodutivo. As espécies permaneceriam isoladas porque a seleção natural poderia superar até 

mesmo níveis significativos de fluxo gênico e manter sua identidade. De acordo com esse "conceito 

ecológico de espécie", as espécies eram grupos de indivíduos que compartilhavam adaptações que 

lhes permitiriam ocupar um certo nicho ecológico, mesmo diante de algum fluxo gênico. Os limites 

das espécies seriam então estabelecidos pelo equilíbrio entre o fluxo genético e a seleção natural. 

Apesar da prevalência do conceito de espécie biológica de Mayr, principalmente na década de 

1970, outros pesquisadores importantes, mesmo no cerne da síntese evolutiva, já haviam sugerido 

que a existência de linhagens evolutivas seria instrumental para a caracterização de espécies 

(Simpson, 1951). A princípio, foi sugerido que espécies eram linhagens evolutivas que mantêm 

sua identidade de outras linhagens e retêm suas próprias tendências evolutivas e destino histórico. 

Tal visão não explicitava quais atributos permitiriam isso, muito menos qual seria seu “destino”, 

levando Joel Cracraft (1983) a simplificar a definição de espécies como sendo grupos de 

organismos que compartilham sinapomorfias, ou caracteres derivados, em seu conceito 

filogenético de espécies. 

Desde sua primeira definição moderna, vários outros conceitos de espécie foram propostos, 

enfatizando diferentes aspectos biológicos, ou suas combinações. Apesar dessa complexidade, De 

Queiroz (2007), propôs que diferenças entre conceitos de espécie apenas levam de fato a 

diagnósticos diferentes e a uma incongruência em uma área cinzenta que abrange espécies que 

divergiram recentemente e que abrigam certos atributos. Segundo ele, nessa zona cinzenta, os 

processos que são considerados determinantes para cada um dos diferentes conceitos de espécie 
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podem acontecer em velocidades diferentes. Com o passar do tempo, porém, esses processos 

tendem a convergir se não houver forças evolutivas intensas atuando sobre as populações. Um 

aspecto relevante dessa visão é que se considerarmos a especiação de um ponto de vista 

macroevolutivo, de fato, não pareceria haver nenhuma inconsistência, porque depois de muito 

tempo decorrido, a maioria, se não todos, os conceitos de espécie convergiriam para as mesmas 

conclusões. No entanto, uma visão mais populacional do processo, facilitada hoje pelo aumento do 

número de marcadores genéticos que são cada vez mais capazes de diferenciar até mesmo grupos 

de indivíduos em uma população, pode revelar padrões na história demográfica de populações, 

como contrações e expansões do tamanho populacional. Devido a esses avanços, há maior 

capacidade de reconhecer a estrutura genética intraespecífica e diferentes níveis de introgressão ao 

longo de sua distribuição e história, o que aponta para a heterogeneidade filogenética entre 

indivíduos e entre seus genomas que teriam um impacto potencial em seu status de espécie, 

dependendo do conceito de espécie usado (Edwards et al. 2016; Smith et al. 2020; Hibbins e Hahn, 

2021). 

 

2. Objetivos 
 

2.1 Objetivo Geral: Analisar o papel da introgressão como força seletiva em espécies, com foco 

em suas implicações ecológicas e evolutivas, especialmente no contexto dos Neotrópicos, e discutir 

os novos métodos e dados para entender a formação de espécies e os processos de adaptação. 

 

2.2 Objetivos específicos: 

- Avaliar os impactos da introgressão nos processos evolutivos e na filogenia das espécies, com 

ênfase em como ela pode favorecer variações genéticas importantes para a adaptação das 

populações. 

- Investigar as controvérsias sobre a definição de espécies, explorando as diferentes forças 

biológicas e evolutivas que influenciam a formação de espécies, com foco na interação entre fluxo 

gênico, deriva genética e seleção natural. 

- Examinar os novos métodos e dados que propõem soluções para os dilemas na definição de 

espécies, analisando como eles podem contribuir para uma compreensão mais precisa dos 

processos de introgressão. 
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3. Bases Genômicas da Diferenciação Populacional e Especiação 

  O que ficou claro, à medida que mais espécies e mais partes de seus genomas foram 

estudadas, é que o processo de especiação é muito mais complexo e heterogêneo do que se 

considerava anteriormente. Isso talvez justifique a infinidade de diferentes conceitos de espécies 

propostos, tanto que há alguns pesquisadores hoje que sugerem que devemos restabelecer a visão 

de Darwin que questiona a realidade das espécies na natureza (Mallet 2001; Mallet et al. 2007; 

Abbott et al. 2013). Essas descobertas estão mudando o paradigma de que o isolamento reprodutivo 

é inexorável para que a divergência ocorra, uma vez que estamos encontrando diferentes graus de 

isolamento reprodutivo, tanto ao longo da distribuição geográfica da espécie quanto de sua história 

(Kronforst et al. 2013; Kronforst e Papa, 2015; Zhang et al. 2016; Barrera-Guzmán et al. 2017). 

Essas descobertas enfraquecem a amplitude do conceito biológico de espécie (Mallet, 2001) ao 

sugerir que pode não haver grandes descontinuidades entre espécies, ao contrário do que Mayr e 

outros pesquisadores propuseram, pelo menos em seu início. Estudos usando dados genômicos que 

encontraram evidências de fluxo gênico durante a especiação também sugerem que alguns genes 

que evoluem sob seleção natural ou sexual, desempenham papéis importantes na diversificação de 

linhagem (Lamichhaney et al. 2015; Meier et al. 2017b). Assim, quando duas populações divergem 

na presença de fluxo gênico ou quando experimentam fluxo gênico secundário após sua 

diferenciação, é o equilíbrio entre fluxo gênico, deriva e seleção natural que determinará o resultado 

do processo adaptativo, particularmente no caso de seleção divergente, mas também com seleção 

de equilíbrio. A presença de fluxo gênico pode facilitar o processo adaptativo, mas também 

aumentar a probabilidade de que as populações possam se extinguir. 

O surgimento de novas metodologias genômicas que aumentaram a compreensão do processo 

de diferenciação de espécies e demonstraram que o cruzamento é muito maior do que o previsto 

anteriormente, mesmo em animais (Mallet, 2007; Solís-Lemus et al. 2016, Jackson et al. 2017a; 

Schield et al. 2019; Congrains et al. 2021; Hirase e Yamasaki, 2021; Banker et al. 2022; Suvorov 

et al. 2022), levou a uma reavaliação do papel das forças evolutivas subjacentes no processo de 

formação de espécies. Com isso, o isolamento reprodutivo não parece ser uma propriedade que 

afeta necessariamente todo o genoma de uma só vez, podendo ocorrer em diferentes níveis, em 

diferentes partes do genoma ou em diferentes pontos da distribuição das espécies. Fica claro então 

que o isolamento reprodutivo não parece ser um atributo "tudo ou nada" no qual as espécies seriam 

completamente isoladas ou completamente compatíveis. Além disso, a sugestão de que o fluxo 
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gênico pode até envolver genes que são seletivamente importantes, como, por exemplo, genes que 

conferem adaptações a diferentes hospedeiros (Powell et al. 2014) ou a certos aspectos ambientais, 

levanta questões importantes sobre a formação de espécies que impactam alguns conceitos de 

espécie, como a própria natureza do isolamento reprodutivo, o papel da adaptação na especiação 

ou a própria existência de linhagens evolutivas bem definidas. Diferentes partes do genoma podem 

ter histórias diferentes, responder diferentemente a pressões de seleção semelhantes e ser 

diferencialmente permeáveis ao fluxo gênico (Zhang et al. 2016). Isso não só produziria diferentes 

relações filogenéticas inferidas de diferentes partes do genoma, mas também quando inferidas de 

indivíduos coletados de diferentes pontos da distribuição, o que pode levar a incongruências nas 

identificações de espécies dependendo do conceito considerado. Embora essa visão de que o 

isolamento reprodutivo ocorreria aos poucos já tivesse sido considerada mesmo na época de 

Dobzhansky (1937) e Muller (1942), razão pela qual os pesquisadores têm procurado genes de 

isolamento reprodutivo desde aquela época, a grande maioria dos pesquisadores considerou que a 

especiação, representada pelo isolamento no conceito biológico de espécie, não aconteceria apenas 

pela variação em um pequeno número de genes. Em vez disso, estes se expandiriam rapidamente 

para complexos de genes coadaptados em diferentes espécies e, eventualmente, seriam fixados, por 

exemplo, em inversões cromossômicas e polimorfismos balanceados, de acordo com Dobzhansky, 

de modo que, em geral, haveria pouca introgressão no genoma de diferentes espécies (Rieseberg e 

Burke, 2001). 

 4. A Interação entre Fluxo Gênico e Deriva Genética na Estrutura Populacional 

 

Como mencionado anteriormente, um maior conhecimento da estrutura populacional e sua 

estrutura genética em diferentes grupos revelou uma presença mais disseminada de introgressões 

passadas e atuais influenciando a segregação da variação genética e produzindo padrões 

filogenéticos mais complexos. É possível que essa difusão do fluxo gênico e da introgressão não 

tenha sido detectada antes devido à dificuldade de identificar tais processos usando ferramentas 

genéticas disponíveis anteriormente, que eram baseadas na avaliação de mudanças de frequência 

de alelos em um ou alguns loci, ou mesmo um conjunto de vários microssatélites, para os quais as 

informações históricas são difíceis ou mesmo impossíveis de reconstruir (Sirén et al. 2011, Putman 

e Carbone, 2014). 
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Quando as populações são estruturadas, isto é, quando as espécies são divididas em populações 

que mostram diferenças nas frequências de alelos e em seu histórico de segregação, a distribuição 

da variação dentro e entre as populações é controlada por outro equilíbrio entre duas forças 

evolutivas, neste caso entre o fluxo gênico e a deriva genética. Assim como antes, se esse equilíbrio 

for controlado pelo fluxo gênico, a espécie tende a permanecer como uma única unidade evolutiva 

que compartilha a maior parte da variação genética e sua história entre diferentes indivíduos e 

partes de seus genomas. Por outro lado, se o equilíbrio for controlado pela deriva, as populações 

tendem a se tornar cada vez mais diferenciadas, mas também tendem a aumentar a endogamia 

dentro de cada uma dessas subpopulações, uma vez que têm tamanhos menores. Esse processo 

pode eventualmente levar à especiação, embora isso possa levar algum tempo ou especialmente 

em populações relativamente pequenas. 

Se considerarmos populações que divergiram recentemente, a deriva genética teve pouco tempo 

para operar, então essas populações ainda segregariam polimorfismos antigos herdados da 

população ancestral. Com o tempo, a deriva e outras forças evolutivas, como a seleção, levariam 

esses polimorfismos à fixação, o que faria com que diferentes regiões do genoma abrigassem 

diferentes histórias evolutivas, refletindo o processo estocástico de segregação e fixação de 

polimorfismos. Como se considera que a maior parte da variação genética que segrega em 

populações é neutra (Kimura, 1991), esse processo é determinado principalmente pelo equilíbrio 

das taxas de deriva genética e mutação, que são ponderadas pelos tamanhos efetivos da população. 

Embora esse processo não tenha impacto na taxa de fixação de alelos neutros, independentemente 

do tamanho da população, a maneira como isso acontece varia em populações com tamanhos 

diferentes. Grandes populações segregam mais polimorfismos, enquanto populações pequenas têm 

maior chance de fixação e extinção. Dessa forma, populações maiores têm maior chance de reter 

polimorfismos ancestrais, quando comparadas a populações menores. Além disso, esse processo 

seria acelerado se houvesse seleção natural favorecendo a diversificação em diferentes populações, 

e seria reduzido se houvesse seleção de balanceamento. Esta última, de fato, pode complicar a 

identificação de regiões segregantes entre diferentes populações (Guerrero e Hahn, 2017), porque 

os polimorfismos ainda segregariam mesmo após a separação completa da linhagem. 

Embora o processo de fixação de polimorfismos ancestrais por deriva seja estocástico, ele ainda 

é moldado pela história populacional subjacente, o que significa que inferências filogenéticas de 

diferentes regiões do genoma (chamadas de árvores genéticas) podem apresentar topologias 
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distintas umas das outras e da árvore de espécies subjacente. Esse processo seria exacerbado em 

populações recentemente divergentes, especialmente se elas tivessem grandes tamanhos efetivos, 

e seria menos importante em populações menores e com o passar do tempo (Carstens e Knowles, 

2007). A segregação desses polimorfismos ancestrais pode levar a inferências filogenéticas 

potencialmente incongruentes derivadas de diferentes marcadores. Portanto, pode haver menos 

confiança em inferências filogenéticas que são baseadas em um pequeno número de marcadores, 

uma vez que elas podem não revelar adequadamente a história evolutiva global. No entanto, as 

informações filogenéticas obtidas de marcadores em todo o genoma podem ser usadas para inferir 

uma história evolutiva única e mais completa representada em uma árvore de espécies (Pamilo e 

Nei 1988). Para esse efeito, vários métodos foram propostos para inferir a árvore de espécies 

subjacente mais provável, mesmo na presença de múltiplas árvores genéticas que exibem 

topologias diversas (Drummond e Rambaut 2007; Larget et al. 2010; Drummond et al. 2012; Corl 

e Ellegren 2013; Jones, 2017). 

Algumas abordagens que são genericamente chamadas de modelos de delimitação de espécies 

buscam inferir se árvores filogenéticas derivadas de diferentes partes do genoma permitem 

determinar se há estrutura genética em populações e restrição de processos de fluxo gênico 

(Sukumaran e Knowles, 2017). Isso é frequentemente tomado erroneamente como uma indicação 

de que essas unidades identificadas seriam espécies diferentes, embora essas estratégias de fato 

testem a existência de linhagens evolutivas que podem representar populações em evolução 

relativamente independente, ou talvez espécies distintas, usando o conceito de espécie filogenética. 

Essas estratégias estão se tornando cada vez mais poderosas e, embora tenham um problema 

potencial, já que a maioria delas assume que eventuais incongruências entre árvores gênicas e 

árvores de espécies seriam exclusivamente devido à estocasticidade da deriva gênica, algumas 

recentemente incorporaram o papel do fluxo gênico e da introgressão (Than et al. 2008; Jackson et 

al. 2017b; Solís-Lemus et al. 2017; Hibbins e Hahn, 2021). Os vários métodos que foram descritos, 

juntamente com a melhoria nas estratégias para produzir dados genômicos, mostram que diferentes 

táxons abrigam diferentes, mas relevantes, níveis de hibridização ao longo de sua história (Fontaine 

et al. 2015; Jones et al. 2018; Taylor e Manseau, 2020; Congrains et al. 2021; Pfennig, 2021) e há 

introgressão significativa entre diferentes espécies. Apenas para dar um exemplo, um grande estudo 

de 155 espécies de moscas-das-frutas Drosophilid as separou em nove grupos principais, oito dos 

quais mostraram evidências de introgressão (Suvorov et al. 2022). Agora parece que, ao contrário 
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do que se pensava anteriormente, filogenias sem evidências de fluxo gênico e introgressão são a 

exceção e não a regra (Edelman e Mallet, 2021). 

 5. Dinâmicas de Estrutura Populacional com Contato Secundário 

 

Quando duas espécies trocam material genético, podemos antecipar três resultados diferentes: 

a troca de material genético entre espécies pode ser tão extensa que essas espécies se fundem em 

uma única; espécies podem experimentar introgressão envolvendo apenas partes do genoma, de 

alguns genes para uma gama mais ampla de genes; ou podem produzir híbridos que não levam à 

introgressão entre as espécies, seja porque são estéreis ou mesmo inviáveis (Allendorf et al. 2001), 

e isso pode causar um híbrido permanente ou zona de tensão onde há alguma sobreposição de 

distribuições de espécies. Todas essas possibilidades têm consequências importantes que serão 

consideradas aqui, mas primeiro investigaremos as condições que ajudam a definir qual desses 

resultados é mais provável quando espécies diferentes são encontradas em um ambiente. 

Em geral, podemos definir introgressão como a persistência e fixação de alguns genes em uma 

população quando há uma troca de alelos entre dois grupos genéticos diferentes (Bohling, 2016). 

Embora doravante possamos nos referir a esses grupos como espécies, tal definição não se baseia 

em nenhum conceito específico de espécie, mas apenas reflete a indicação de que essas populações 

têm, em geral, diferentes histórias e variações genéticas. Em alguns casos, a introgressão promove 

variação fenotípica e genotípica, fornecendo ferramentas necessárias para a seleção natural atuar, 

favorecendo alelos que permitem que as populações se adaptem (Meier et al. 2017a). Nos referimos 

como introgressão adaptativa quando, seja por meio de fluxo gênico, hibridização, 

retrocruzamento, ligação e recombinação genética, a seleção fornece às espécies ou populações 

estruturadas maior adaptação e expansão de alcance. Como a principal limitação ao processo 

adaptativo é a disponibilidade de variabilidade genética, compartilhar uma parte do genoma de 

outra espécie pode permitir a recuperação da variação genética esgotada e oferecer respostas 

positivas às mudanças no ambiente. Isso pode permitir uma adaptação mais rápida a novos 

ambientes, permitindo a exploração de novos nichos, processos que estão se tornando muito 

importantes em ambientes em rápida mudança (Harrison e Larson, 2014; Schumer et al. 2018; 

Suarez-Gonzalez et al. 2018; Taylor e Larson, 2019; Jones et al. 2020; Pfennig, 2021), por 

exemplo, como resultado de impactos antrópicos e aquecimento global (Oziolor et al. 2019). 
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Ao passar pela peneira da seleção natural, a introgressão adaptativa pode ser, em alguns casos, 

uma importante fonte evolutiva de nova variação genética para espécies, especialmente se 

combinada com o impacto de interações pleiotrópicas e epistáticas com seu próprio background 

genético (Barton, 2001; Rieseberg et al. 2003; Tigano e Friesen, 2016; Suarez-Gonzalez et al. 

2018). Isso ocorre principalmente porque é mais provável que os híbridos não sejam tão adaptados 

quanto suas espécies parentais a um nicho específico, o que tornaria a seleção mais provável de ser 

mais forte sobre eles (Mitchell et al. 2022). Considerando isso, a introgressão pode impulsionar a 

adaptação ecológica e ter um importante potencial de conservação, porque pode aumentar a 

resiliência evolutiva, mas não é provável que seja universal entre as espécies (Pfennig, 2021), a 

menos que seja para um número limitado de genes selecionados positivamente e aditivos para os 

quais a arquitetura genética permaneceria semelhante entre as espécies. Isso ocorreria porque esses 

processos provavelmente envolvem populações locais e interações locais, que podem exibir 

variação genética distinta de outras populações e mostrar adaptação ao ambiente local. Várias 

interações ecológicas, como coevolução e competição, são altamente influenciadas pela variação 

local, e esse também deve ser o caso da formação híbrida. Apenas muito raramente as espécies são 

panmíticas em sua distribuição, o que significa que a formação híbrida local ocorre em um 

subconjunto da variação genética total, o que pode levar à introgressão tendenciosa (Pfennig, 

2021), causada por um aumento em cruzamentos heteroespecíficos localmente (Taylor et al. 2015; 

Abbott, 2017). Esse processo influencia os padrões de introgressão adaptativa não apenas no 

espaço, por exemplo, mais longe do centro da distribuição da espécie ou seu “ótimo ecológico”, o 

que pode fazer com que certos indivíduos que podem ter origens e características específicas, como 

comportamentos diferentes, sejam mais propensos à hibridização (Rosenthal, 2013; Taylor et al. 

2015; Mitchell et al. 2022). Isso também levaria a uma potencial hibridização tendenciosa em seu 

genoma, particularmente se essas características forem controladas por poucos loci ou se estiverem 

evoluindo como supergenes. Um exemplo disso parece ser o caso de híbridos produzidos a partir 

de algumas espécies de Helianthus no Texas e Oklahoma que eram mais propensos a replicar 

combinações genômicas e algumas características adaptativas independentemente em sua 

distribuição (Mitchell et al. 2022). Nesse caso, há evidências de que partes dos genomas das 

espécies envolvidas evoluíram como supergenes com grandes unidades de seleção, limitando sua 

recombinação (Todesco et al. 2020). 
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6. Padrões Genômicos de Introgressão 

 

Em geral, à medida que diferentes linhagens divergem, a incompatibilidade genética tende 

a aumentar e, consequentemente, as chances de hibridização e introgressão tendem a diminuir. Esta 

é uma das razões pelas quais Darwin acreditava que há descontinuidades na natureza. Essa relação 

varia muito entre diferentes grupos, não apenas por causa de atributos intrínsecos de cada grupo, 

mas também pela não aditividade do processo de diferenciação, que é supostamente influenciado 

pela evolução de interações epistáticas explicadas pelo modelo Bateson-Dobzhansky-Muller (Orr 

e Turelli, 2001). Neste modelo, substituições que podem ser neutras ou mesmo benéficas, no 

background genético de uma espécie, podem mostrar interações epistáticas negativas no contexto 

do background genético da outra espécie. O número de diferenças independentes entre espécies 

tende a aumentar à medida que divergem, seja por deriva, novas mutações ou impulsionadas pela 

seleção. Mesmo que o número dessas interações negativas, que na verdade tendem a aumentar 

quadraticamente, o que potencialmente pode levar com o tempo ao que foi chamado de efeito bola 

de neve (Matute et al. 2010; Presgraves, 2010). Espécies que divergiram mais recentemente neste 

modelo são mais propensas a compartilhar origens genéticas semelhantes, tornando mais provável 

que compartilhem os padrões de expressão de loci introgredidos, sejam eles neutros, selecionados 

positiva ou negativamente, o que aumenta a chance de que a introgressão possa ser mais 

disseminada pelo genoma. Essa introgressão pode aumentar a variação genética total pelo genoma 

e, embora alelos não dominantes fracamente deletérios possam persistir. Ela tenderia a envolver 

alelos neutros e fracamente vantajosos, porque os genes introgredidos já resistiram ao teste de 

seleção e sobrevivência em uma espécie diferente, ao contrário de novos alelos que surgiram por 

mutação (Templeton, 2021). 

Os níveis de introgressão e a posição dos genes introgressados no genoma devem, portanto, ser 

influenciados pelo tempo desde a divergência, mas também pelas forças de seleção que atuam 

nessas regiões genômicas introgressadas. À medida que a divergência das espécies aumenta, 

portanto, torna-se menos provável que a variação no genoma flua livremente entre essas espécies, 

a menos que esses genes introgressados sejam adaptativos (Edmands, 2007), o que parece ser o 

caso até mesmo para algumas espécies icônicas, como os tentilhões darwinianos (Grant e Grant, 

2021). Esse processo é difícil de generalizar, porque a arquitetura genética dos genes adaptativos 

varia muito, de ser determinada por um único locus a uma série de vários genes, em geral com 

pequenos efeitos, e essa adaptação depende também do ambiente ecológico e genético (epistasia) 
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onde essa variação é expressa, devido à própria natureza da segregação dessa variação. No entanto, 

à medida que a divergência aumenta, torna-se mais provável que apenas loci muito localizados no 

genoma, com efeito cada vez maior, estejam envolvidos nessa introgressão. Este é o caso da 

introgressão de genes de resistência a inseticidas da traça-praga Helicoverpa armigera em 

populações sul-americanas de Helicoverpa zea (Cordeiro et al. 2020; Valencia-Montoya et al. 

2020), embora existam vários exemplos de alelos neutros ou ligeiramente deletérios que ainda 

introgridem através das fronteiras das espécies (Wen e Nakhleh, 2018; Cruzan et al. 2021; 

Nikolakis et al. 2022). 

A existência de regiões no genoma que são resistentes à introgressão pode ser um dos impulsos 

evolutivos para a especiação que são mais comuns para espécies simpátricas, onde barreiras 

biológicas impedem o cruzamento de diferentes espécies que coexistem na mesma região 

geográfica. Dados recentes mostraram que, pelo menos por algum tempo, elas não parecem 

suficientes para limitar completamente a introgressão (Nosil et al. 2009; Wolf e Ellegren, 2017). 

Nesse caso, regiões do genoma com maiores taxas de recombinação têm maior tendência a serem 

permeáveis à introgressão, porque a seleção pode ser mais eficaz em alelos não ligados e pode se 

recombinar para longe de alelos deletérios (Roesti et al. 2012; Aeschbacher et al. 2017; Kim et al. 

2018; Edelman e Mallet, 2021). Frequências e taxas de recombinação em regiões genômicas devem 

ser vistas com cautela, porque elas mudam entre diferentes espécies e cromossomos, mas, em geral, 

tendem a ser menores perto do centrômero e maiores nos telômeros, embora haja exceções devido 

à recombinação heterogênea em outras regiões do cromossomo. É possível que loci deletérios 

estejam ligados em regiões de baixa recombinação ou abriguem alelos polimórficos, vantajosos e 

adaptativos, e isso impacta a introgressão, bem como o isolamento reprodutivo (Kirkpatrick e 

Barton, 2006; Roesti et al. 2012; Charlesworth e Barton, 2018). Considera-se então que regiões 

com alta taxa de recombinação seriam mais permeáveis à introgressão (Schumer et al. 2018), 

enquanto regiões com menos recombinação mostrariam maior diferenciação entre espécies, um 

padrão que foi observado em diferentes sistemas naturais (Carneiro et al. 2014; Banker et al. 2022). 

Há muitos fatores que podem determinar o sucesso evolutivo de diferentes espécies, determinando 

seu sucesso ou extinção, e é possível que a introgressão seja um dos mais importantes por seus 

efeitos benéficos na diversidade e conservação de espécies. 
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7. Interação entre Fluxo Gênico, Seleção e Estrutura Populacional 

 

Embora uma longa linha de pesquisa teórica e empírica tenha indicado que a viabilidade 

populacional é afetada positivamente pela variação genética (Lande e Shannon, 1996; Frankham e 

Ralls, 1998; Hohenlohe et al. 2021; Kardos et al. 2021), ainda é difícil sugerir uma ligação direta 

entre essas variáveis (Doyle et al. 2015), embora existam várias associações indiretas (Willi et al. 

2022). Parte do problema decorre das diferenças inerentes entre diferentes espécies, mas algumas 

pessoas afirmam que um problema maior é que pesquisamos, em geral, a variação genética neutra, 

e não é isso que é usado pela seleção natural na adaptação (Teixeira e Huber, 2021). Por causa 

disso, existem várias abordagens que sugerem que devemos investigar e focar na variação genética 

funcional que impacta diretamente a aptidão, em vez de métodos padrão que visam preservar a 

variação genética em todo o genoma como um substituto para a primeira (Kyriazis et al. 2021). 

Embora o conhecimento da variação que impacta características relacionadas à aptidão para 

espécies ameaçadas de extinção claramente beneficiaria seu manejo, para várias espécies e cenários 

podemos não saber quais atributos e características seriam seletivamente importantes. Quando 

sabemos, em geral, esses atributos tendem a ser específicos da espécie e têm uma arquitetura 

genética complexa que torna sua identificação cara e demorada. Isso é tempo e recursos que, em 

geral, não podemos gastar. Além disso, hoje em dia, conseguimos pesquisar partes cada vez 

maiores do genoma a custos cada vez mais fáceis e baratos, o que facilita o uso padrão dos 

princípios da genética populacional e da evolução para trazer informações importantes não apenas 

para a conservação, mas também para lançar luz sobre partes do genoma envolvidas (Hoelzel et al. 

2019; Mable 2019). Isso pode fornecer informações importantes de pedigree e parentesco que 

podem até ser usadas para fornecer informações demográficas que são inestimáveis para o manejo 

in situ e ex situ de populações ameaçadas de extinção (Galla et al. 2022). 

Além disso, a investigação de partes do genoma que se introgridem entre diferentes espécies e 

seu potencial impacto na adaptação pode ser uma informação importante para ajudar a resolver 

esse enigma, porque ajudaria a identificar porções do genoma envolvidas com a adaptação a 

atributos ecológicos específicos, o que poderia ter enviesado a introgressão em seus genomas 

(Pfennig, 2021). Por exemplo, quando há introgressão entre diferentes espécies, podemos 

investigar se essa variação pode facilitar a adaptação das espécies receptoras a ambientes novos ou 

em mudança (Taylor et al. 2020; Blanco-Pastor, 2022), o que as faria expandir seus alcances e 

ocupar novos nichos e até mesmo evitar sua extinção local (Pfennig et al. 2016; Suarez-Gonzalez 



40 

 

et al. 2018; Oziolor et al. 2019; Hodel et al. 2022; Mitchell et al. 2022) . Essa estratégia tem sido 

usada, por exemplo, em grandes felinos, para revelar não apenas que há uma grande introgressão 

entre diferentes espécies, mas também quais genes introgrediram, levando à identificação de alguns 

genes de cor da pelagem e visão que podem ter sido importantes em sua diferenciação (Figueiro et 

al. 2017; Ramirez et al. 2022). 

Como discutimos anteriormente, a probabilidade de introgressão e seu potencial impacto 

evolutivo são modulados pelo tamanho da população, tempo de divergência, bem como isolamento 

de outras populações. Em geral, grandes populações podem suportar mais prontamente o influxo 

de alelos deletérios ou levemente deletérios. Em grandes populações, indivíduos portadores dos 

alelos terão menor aptidão, o que não deve ser muito afetado pela epistasia, mais provavelmente 

fazendo com que essa carga genética seja mais prontamente eliminada, embora alelos deletérios 

recessivos possam se acumular, a menos que essas populações estejam passando por endogamia. 

Por outro lado, a introgressão de populações grandes para pequenas pode ser importante porque 

pode trazer nova variação genética para as últimas e neutralizar o impacto da deriva na depressão 

por endogamia e perda de variação genética, especialmente em populações muito pequenas ou 

isoladas. 

Estratégias que promovem o fluxo gênico para recuperar a variação genética em populações 

pequenas ou isoladas têm sido comumente propostas, mas geralmente essa abordagem tem sido 

restrita a populações intimamente relacionadas, porque é sugerido que o risco de depressão por 

endogamia em alguns casos supera suas vantagens potenciais (Allendorf et al. 2001; Edmands 

2007; Laikre, 2010). Alguns desses estudos, bem como programas de reprodução para espécies 

ameaçadas em cativeiro, comumente usam tecnologia de marcadores moleculares em marcadores 

genéticos neutros para avaliar o parentesco como um plano de manejo para aumentar a diversidade 

em uma população e reduzir o risco de extinção (Pacioni et al. 2018). Esses programas de manejo 

e recuperação exigem várias etapas de processamento e, entre elas, precisam ter genomas de 

referência das espécies de interesse, bem como de outras espécies filogeneticamente próximas, 

como o que foi feito com o pernalta-preta e outras aves Charadriiformes relacionadas (Galla et al. 

2019). O problema é que, para várias espécies ameaçadas de extinção, pode não haver populações 

de origem alternativas para explorar, por isso foi sugerido que outras populações também deveriam 

ser consideradas (Jahner et al. 2019). 
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Alguns sugeriram recentemente que limitar o fluxo gênico apenas à população intraespecífica 

pode ser muito conservador (Bohling, 2016), especialmente porque vários casos foram encontrados 

na natureza ultimamente com sucesso notável (Schumer et al. 2018; Zecherle et al. 2021; Banker 

et al. 2022). Embora a introgressão possa produzir indivíduos com menos alelos deletérios do que 

o que estava originalmente presente nessas populações pequenas e potencialmente decrescentes, 

deve-se observar que isso deve ser cuidadosamente monitorado. Essa triagem é importante não 

apenas pelo risco de depressão por endogamia, mas também porque grandes populações podem ter 

acumulado um número maior de alelos deletérios recessivos ou parcialmente recessivos, que, 

devido ao seu tamanho, permanecem em frequências muito baixas. Se transferidos para populações 

menores, esses alelos letais e recessivos de pequeno efeito têm maior probabilidade de aumentar 

em frequência e serem expostos pela homozigose, levando à depressão por endogamia. Acredita-

se que esse tenha sido o caso que envolveu a população de lobos de Isle Royale, que caiu após uma 

introdução que levou a vários descendentes sendo geneticamente relacionados e consanguíneos 

(Kyriazis et al. 2021). Por outro lado, novos alelos em um fundo genético diferente podem gerar 

uma nova combinação de alelos até então indisponíveis, o que poderia permitir que as populações 

cruzassem vales de aptidão, como aqueles apresentados em nichos diferentes. A transferência de 

genes de coloração de asas envolvidos com mimetismo entre diferentes espécies, fornecendo 

proteção contra predação em várias espécies de borboletas Heliconius, é um ótimo exemplo de 

como a nova variação genética pode permitir tais cruzamentos e promover a divergência ecológica 

(Zhang et al. 2016; Kozak et al. 2021; Meier et al. 2021). 

Embora enfatizemos nesta revisão o impacto positivo da introgressão como um processo que 

pode facilitar a adaptação em alguns grupos de espécies, esse processo pode ter consequências 

negativas para a conservação da biodiversidade e levar à extinção de muitas populações e espécies, 

especialmente entre aquelas que são mais raras e menos frequentes localmente (Rhymer e 

Simberloff, 1996; Allendorf et al. 2001; Crispo et al. 2011). Nesse caso, populações que 

experimentam introgressão não adaptativa podem sofrer depressão por endogamia ou perda de 

habitat para populações híbridas (Allendorf et al. 2001). Mesmo traços antigos de introgressão, 

como observados em algumas espécies de lêmures (Cheirogaleus sp. cf. medius, Cheirogaleus 

major, Cheirogaleus crossleyi e Cheirogaleus sibreei) podem ter tido sua diversidade genética 

reduzida pela persistência de alelos introgredidos que influenciaram negativamente a adaptação a 

alguns ambientes (Williams et al. 2020). Além disso, a depressão por endogamia também pode ser 
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uma ameaça para grandes populações, mesmo com considerável diversidade genética, e usar 

populações com altos níveis de diversidade pode não ser eficaz na recuperação de pequenas 

populações (Robinson et al. 2019; Kyriazis et al. 2021), como indicado no caso dos lobos da Ilha 

Royale. Como o objetivo pode ser preservar fenótipos ou genótipos para fins evolutivos ou 

ecológicos, as decisões relativas à gestão ambiental envolvem instâncias políticas que podem ser 

complexas e demoradas (Coates et al. 2015; vonHoldt et al. 2018; Waples e Lindley, 2018). Talvez 

por esse motivo, a tomada de decisões sobre a conservação e preservação de ecossistemas deve 

levar em consideração dados que avaliem o status intrínseco de cada espécie visando preservar 

também seus ambientes. Uma possibilidade seria verificar o status das chamadas espécies “guarda-

chuva”, que historicamente necessitam de grandes territórios de proteção e com elas, proteger, por 

extrapolação territorial, grande parte do habitat e outras espécies (Noss, 1990). 

 

8. Efeitos Antropogênicos na Introgressão 

 
  

] 
Padrões históricos de fluxo gênico foram alterados por efeitos antropogênicos que trouxeram 

grandes mudanças ecológicas e ambientais (Thomas et al. 2004). Fatores como a introdução de 

novas espécies, dispersão não natural, fragmentação da paisagem e modificação do habitat 

contribuem para mudar a distribuição das espécies e levam à hibridização, introgressão e perda de 

variação intraespecífica (Rhymer e Simberloff, 1996). Além disso, espécies locais, evolutivamente 

bem estabelecidas, podem agora estar sujeitas à competição por nichos e recursos com espécies 

invasoras, ameaçando a biodiversidade (Seehausen et al. 2008; Crispo et al. 2011). Um dos 

exemplos clássicos é a truta cutthroat (Oncorhynchus clarki lewisi) que perdeu seu valor comercial 

após sofrer hibridização com a espécie introduzida truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss), além da 

ameaça demográfica à população parental (Allendorf e Leary, 1988). Outro efeito pungente da 

introgressão é o que tem sido chamado de “reversão da especiação”, caracterizada pela perda da 

distinção fenotípica entre espécies que pode afetar os processos reprodutivos e o reconhecimento 

do parceiro sexual (Kearns et al. 2018), além de afetar as redes ecológicas e genéticas, levando a 

sérios declínios demográficos e extinção local (Vonlanthen et al. 2012; Kearns et al. 2018). 

Um dos impactos antropogênicos mais relevantes, no entanto, tem sido as mudanças resultantes 

do aquecimento global. Os impactos causados pelas mudanças climáticas estão associados a 

diversas mudanças em diferentes táxons, por exemplo, em sua distribuição geográfica e densidade, 
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o que pode afetar processos ecológicos importantes em comunidades e ecossistemas (Franks e 

Hoffmann, 2012; Shaw e Etterson, 2012). Os impactos mais drásticos das mudanças climáticas 

podem levar à redução ou expansão do habitat das espécies e impactar os padrões de migração. 

Esses processos podem alterar a probabilidade de hibridização entre espécies, alterar o tempo de 

reprodução e, finalmente, afetar a endogamia e a introgressão de genes que podem não ser 

adaptativos (Vallejo-Marín e Hiscock, 2016; Quilodrán et al. 2020). Em ambientes em rápida 

mudança, a capacidade das espécies de se adaptar rapidamente se torna um fator limitante, mas 

pode ser reforçada quando a introgressão adaptativa está envolvida no processo, o que pode facilitar 

a dispersão de combinações de genes que apresentam maior plasticidade (Suarez-Gonzalez et al. 

2018). 

A capacidade de adaptação a novas condições ambientais e a velocidade com que esse processo 

ocorreu tornam mais provável que a seleção seja mais eficiente na variação genética existente, em 

vez de novas mutações (Orr e Unckless, 2014). Estudos sobre os efeitos das mudanças climáticas 

na introgressão ainda são incipientes, mas já sugerem que ela seja relevante. É o caso, por exemplo, 

da tolerância ao sal na espécie híbrida Helianthus paradoxus (Welch e Rieseberg 2002), da 

tolerância ao frio em árvores coníferas (Picea sitchensis e Picea glauca) (Hamilton et al. 2013), da 

formação de híbridos de borboletas entre Lycaeides anna e Lycaeides melissa, que parecem ser 

mais adaptáveis a novos ambientes (Nice et al. 2013), da tolerância térmica no copépode Tigriopus 

californicus (Pereira et al. 2014) e em espécies de corais do gênero Acropora (Mao et al. 2018). 

Em todos esses exemplos, os híbridos mostram picos de aptidão adaptativa, revelando que a 

recombinação interespecífica aumenta a diversidade genética para permanecer em condições 

extremas. Devido às mudanças climáticas cada vez mais aceleradas, a hibridização pode ser um 

fenômeno positivo em alguns casos, pois pode permitir a combinação e dispersão de novos genes 

e genótipos mais propícios à adaptação em condições extremas (Kremer et al. 2012). 

Em contraste, a fragmentação populacional e as mudanças climáticas potencialmente ameaçam 

o fluxo gênico que ocorre entre populações locais (Aitken et al. 2008). Isso ocorre especialmente 

em populações pequenas, cujos pools genéticos não favorecem adaptações rápidas a mudanças 

ambientais, têm capacidade de migração limitada e/ou experimentaram o surgimento de barreiras 

geográficas que impedem a migração (Aitken et al. 2008; Wilczek et al. 2014). Durante expansões 

populacionais, a formação de novas zonas híbridas pode facilitar a introgressão (Buggs, 2007), que 

pode ser assimétrica para uma ampla gama de condições demográficas, incluindo quando espécies 
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invasoras têm uma densidade muito maior do que espécies locais ou quando há competição entre 

as duas espécies levando à extinção de espécies locais (Currat e Excoffier, 2004; Currat et al. 2008). 

Eventualmente, espera-se que a introgressão seja maior em espécies invasoras do que em espécies 

já estabelecidas, o que pode fazer com que tais genes aumentem em frequência em invasores e 

pode impactar a persistência de espécies naturais (Klopfstein et al. 2006; Quilodrán et al. 2020). 

Além disso, espécies cujas taxas de mudança genética são menores do que as taxas de mudança 

climática podem sofrer um declínio na aptidão ao longo do período evolutivo, levando a extinções 

locais (Atkins e Travis, 2010; Wang et al. 2010). Diante da mudança climática acelerada, os 

organismos precisam responder rapidamente por meio de processos de migração, mudanças nos 

parâmetros genéticos e por meio da plasticidade fenotípica que facilita o processo adaptativo 

(Hamilton e Miller 2016), bem como aumentar suas apendices (a regra de Allen) (Ryding et al. 

2021). Mudanças morfológicas como em corujas-do-mato (Strix aluco) (Karell et al. 2011), massa 

corporal e mudança na envergadura das asas em pássaros da Amazônia (Jirinec et al. 2021) e do 

Velho Mundo (Dubiner e Meiri, 2022) e seleção térmica em caracóis-pervinca-planos (Littorina 

obtusata) (Phifer-Rixey et al. 2008) são alguns exemplos de consequências de aumento da 

temperatura global. Populações cujas respostas não são rápidas o suficiente a essas mudanças 

climáticas correm maior risco de redução da aptidão e extinção (Aitken et al. 2008). 

Programas de conservação têm usado resgate genético de espécies ameaçadas usando processos 

introgressivos, considerando cronogramas de adaptação e quanto da história evolutiva pode ser 

resgatada de subespécies extintas por meio de retrocruzamento (Hamilton e Miller, 2016). Um 

conceito ainda pouco conhecido de “desintrogressão” se aplica a isso, no qual por meio de 

retrocruzamento programado, linhagens perdidas e unidades genotípicas são recuperadas, uma 

estratégia usada para recuperar espécies extintas de tartarugas de Galápagos (Chelonoidus spp.) 

(Garrick et al. 2012; Edwards et al. 2013; Miller et al. 2017) e cavalo de Przewalski (Equus 

przewalskii) (Amador et al. 2011). Embora seja uma estratégia válida para estudos de conservação, 

especialmente em espécies ameaçadas para recuperar o pool genético original, estas podem sofrer 

com os efeitos potenciais de depressão por endogamia. Ao mesmo tempo, essa metodologia requer 

um alto nível de conhecimento sobre o genoma da espécie original e é difícil de ser usada em 

espécies selvagens e pequenas populações, tendo maior chance de sucesso quando a ancestralidade 

exógena é recente (Amador et al. 2013; Bech et al. 2022; vonHoldt et al. 2022). 
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9. Processos de Diferenciação e Fluxo Gênico em Ambientes Neotropicais 

 
  

Os processos mencionados acima sugerem que espécies que divergiram recentemente têm 

maior probabilidade de introgredir, mostrando diferentes níveis de congruência filogenética entre 

diferentes características. Isso se deve à segregação de polimorfismos ancestrais ou porque a 

introgressão diferencial de genes pode levar a diferentes relações filogenéticas em regiões do 

genoma, especialmente porque alguns desses genes são impulsionados pela seleção e refletem o 

processo de uma rápida expansão de uma adaptação (Feder et al. 2005), mesmo entre fronteiras de 

espécies (Edelman et al. 2019; Nosil et al. 2021). Esse problema é especialmente complexo nos 

Neotrópicos, uma vez que várias espécies passaram por ciclos distintos de expansões e contrações 

de habitat ao longo de sua história e diferenciação (Avise et al. 1998; Knowles, 2001; de Brito et 

al. 2002) e podem ser separadas por fronteiras flutuantes, como rios sinuosos (Leite e Rogers, 2013; 

Naka e Brumfield, 2018). Como consequência, várias espécies passaram por períodos em que 

algumas populações ficaram temporariamente isoladas e interagiram localmente com outras 

espécies. Quando esses limites mudaram, seja por mudanças climáticas ou mudanças nas barreiras 

fluviais, as espécies com as quais elas interagem mudam, assim como suas condições ambientais. 

Em situações em que as interações ecológicas são intensas e importantes, como no caso de 

predação, parasitismo e competição, isso pode promover a diferenciação de linhagens específicas 

em diferentes partes da distribuição e promover introgressão diferencial em sua distribuição. Essas 

adaptações, de maneira semelhante ao que acontece com diferentes parceiros sexuais, reforçam 

soluções locais, por causa de suas complexas interações genéticas, o que cria o potencial para 

epistasia e processos não aditivos (Templeton, 2006). 

Um dos exemplos para os quais as interações entre espécies podem ser importantes para sua 

diferenciação é o caso das verdadeiras espécies de moscas-das-frutas da família Tephritidae, uma 

vez que a maioria delas é fitófaga e põe seus ovos em frutas, atributos que criam interações 

ecológicas intensas (Christenson e Foote, 1960). A maior parte da diferenciação em Tephritidae é 

na verdade muito mais antiga e, consequentemente, mais complexa do que em outras espécies da 

família Tephritidae, o que parece ser o caso do gênero mais diverso da família, Anastrepha. Este 

gênero é amplamente distribuído na América do Sul e Central e abriga algumas das espécies de 

pragas mais importantes nas Américas (Zucchi, 2000, Norrbom et al. 2012). As espécies do gênero 

estão associadas a uma ampla gama de espécies de plantas, várias que mostram associações 

específicas de espécies, enquanto outras usam uma ampla gama de diferentes plantas hospedeiras. 
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Uma análise extensiva de Anastrepha usando vários genes nucleares revelou um padrão de 

divergência rápida e recente, com vários ramos curtos ainda não resolvidos, particularmente de 

espécies que divergiram recentemente (Mengual et al. 2017). Dados moleculares derivados de 

dados genômicos e transcriptômicos de diferentes espécies de Anastrepha com diferentes graus de 

parentesco filogenético revelaram grande incongruência filogenética em diferentes partes do 

genoma, embora, em geral, sua análise conjunta tenha fornecido grande suporte para diversas 

relações filogenéticas entre grupos de espécies e espécies alocadas a esses grupos (Congrains et al. 

2021; Congrains et al. Subm.). 

Talvez tão relevantes quanto as relações filogenéticas inferidas por vários estudos (Vaníčková 

et al. 2015; Dias et al. 2016; Mengual et al. 2017; Congrains et al. Subm.) são as descobertas que 

sugerem que houve um fluxo gênico considerável entre espécies de Anastrepha ao longo de sua 

diferenciação (Rezende et al. 2016; Díaz et al. 2018; Congrains et al. 2021). Esse fluxo gênico 

parece ter sido parte integrante de seu processo de diferenciação, uma vez que há evidências de 

que isso aconteceu mesmo entre espécies que divergiram há muito tempo, mas ainda mais para 

espécies intimamente relacionadas (Congrains et al. Subm.). Essa descoberta tem consequências 

importantes, dependendo de quais genes estão sendo trocados entre as espécies. Mesmo que os 

genes introgressivos não estejam envolvidos no processo adaptativo, eles podem pelo menos 

complicar o processo de identificação de marcadores específicos da espécie. Partes do genoma que 

não estão envolvidas na diferenciação podem ser compartilhadas, dependendo do grau de 

isolamento reprodutivo. Isso pode ajudar a explicar por que certos marcadores diferem entre 

populações e não servem como marcadores comuns para todas as populações da espécie, conforme 

observado (Thawornwattana et al. 2022, Congrains et al. Subm.). 

Considerando que a seleção sexual e a adaptação do hospedeiro são importantes para a 

diferenciação de Tephritidae e esses processos podem estar envolvidos com mudanças 

comportamentais e genéticas, é possível que essas mudanças antecedam mudanças morfológicas 

observáveis e possam ajudar a explicar a existência de espécies crípticas em linhagens que 

divergiram recentemente, como pode ser o caso de espécies no complexo fraterculus (Dias et al. 

2016). A existência de espécies crípticas pode dizer algo sobre o processo de diferenciação de 

espécies, pois pode indicar que caracteres que estão sendo importantes para sua diferenciação estão 

evoluindo em um ritmo diferente, talvez porque a taxa de evolução de caracteres morfológicos (ou 

traços morfológicos facilmente identificáveis) não seja a mesma que a taxa de evolução dos genes 
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anteriores (Struck et al. 2018), complicando assim a correta identificação das espécies, mesmo por 

especialistas. 

Por sua vez, se o fluxo gênico abrange partes do genoma que estão envolvidas com o processo 

adaptativo, estas podem levar à produção de híbridos inviáveis ou estéreis, mas também podem 

levar à miscigenação em linhagens distintas de alelos com adaptações a um determinado contexto 

ambiental, como uma adaptação a um novo hospedeiro. Isso pode resultar em adaptações 

específicas presentes em um pequeno conjunto de indivíduos sendo compartilhadas com uma 

grande parte da população se isso trouxer vantagens adaptativas como, por exemplo, a capacidade 

de explorar uma nova planta hospedeira. Tal processo pode facilitar a geração e expansão de 

espécies polífagas e pode desempenhar um papel importante no processo adaptativo em um 

processo semelhante ao que aconteceu na introgressão do mimetismo mülleriano em Heliconius 

através das fronteiras de espécies (Martin et al. 2013; Moest et al. 2020), o que também, 

incidentalmente, tem consequências importantes para o controle de pragas, o que não é nosso foco 

aqui. 

Pode parecer absurdo que o conhecimento de espécies de pragas, não exatamente aquelas que 

vêm à mente quando se pensa em conservação, possa contribuir para a compreensão da evolução e 

conservação de espécies nos Neotrópicos. Afirmamos, no entanto, que a combinação de 

divergência recente, isolamento reprodutivo potencialmente incompleto, adaptações a diferentes 

hospedeiros, seleção natural e sexual intensa e impactos antropogênicos tornam as espécies de 

Anastrepha um modelo apropriado para o estudo dos estágios incipientes da especiação e suas 

consequências na diferenciação e adaptação. Essa combinação de fatores pode, na verdade, ser 

muito comum para táxons neotropicais e pode ser uma das razões pelas quais uma abundância de 

espécies crípticas nos trópicos foi observada para vários grupos diferentes (Vieites et al. 2009; 

Funk et al. 2012; Gill et al. 2016; Huntley et al. 2019), então o estudo de Anastrepha pode ajudar 

a entender os padrões gerais de diversidade nos Neotrópicos. 

         Os Neotrópicos são caracterizados por grande diversidade de clima, solo, paisagem que cria 

uma ampla diversidade de ecossistemas (Mittermeier, 1986) e têm experimentado muitas 

oscilações climáticas desde o Pleistoceno (Vasconcellos e Colli, 2009). Essas mudanças climáticas 

do Pleistoceno foram até propostas por uma teoria controversa, chamada de 'refúgios florestais', 

que propôs que as contrações e expansões florestais produziram áreas historicamente preservadas 

que mantiveram alta diversidade, que favoreceram o isolamento reprodutivo entre espécies 
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presentes em diferentes comportamentos de refúgio entre espécies para gerar hibridização entre 

elas, refletindo na estrutura genética histórica das espécies (Haffer, 1969; Vanzolini e Williams 

1981). Independentemente da existência real desses refúgios e áreas com alta diversidade (Bush 

1994; Colinvaux ,1996), é provável que o aumento e diminuição da floresta durante as mudanças 

climáticas tenham afetado a distribuição das espécies e possam ter promovido o surgimento de 

zonas híbridas (Pulido-Santacruz et al. 2018; Pulido-Santacruz et al. 2020) ou permitido curtos 

períodos de introgressão entre espécies durante corredores florestais temporários na região 

Amazônica (Batalha-Filho et al. 2013). A região Amazônica, em particular, devido à sua extensão, 

limitou barreiras a vários ecossistemas diferentes que podem favorecer o fluxo gênico entre 

espécies (Dexter et al. 2017), como rios que promovem a diversificação de espécies de aves (Naka 

e Brumfield 2018), mas caracteristicamente têm cursos sinuosos que podem facilitar a introgressão. 

Além disso, a profusão de ambientes e ecossistemas produz 'mosaicos de paisagens' mais 

complexos que facilitam o surgimento de zonas híbridas (Rieseberg et al. 1999). 

A paisagem complexa e a história dos Neotrópicos, com essas barreiras geográficas fracas ou 

semipermeáveis, podem promover o processo de hibridização e introgressão, especialmente se a 

nova informação genética fornecer habilidades para aumentar a distribuição geográfica por meio 

da adaptação a novos habitats, o que também pode criar oportunidades para especiação alopátrica 

e radiação adaptativa (Marques et al. 2019). O maior número de espécies mais intimamente 

relacionadas que são encontradas próximas umas das outras nos Neotrópicos pode aumentar essas 

fronteiras semipermeáveis que facilitam a introgressão, em um processo que pode ser o equivalente 

genético de fronteiras ecológicas flutuantes. Assim como em complexos de espécies, espécies 

crípticas também podem surgir de linhagens híbridas que passaram por processos de introgressão, 

e isso pode ser facilitado pela estrutura em escala de paisagem em biomas neotropicais que 

discutimos acima (Hebert et al. 2004; Elmer et al. 2007), como demonstrado, por exemplo, em 

espécies crípticas de orquídeas Epidendrum (Vega et al. 2013), introgressão e hibridização em 

sapos neotropicais (Sequeira et al. 2011; Vallinoto et al. 2017) e em espécies neotropicais de 

moscas-das-frutas (Congrains et al. 2021). Apesar de sua grande importância e vasta distribuição, 

ainda sabemos muito pouco sobre o impacto da introgressão e hibridização na diversidade e 

diferenciação neotropicais, e mesmo espécies potencialmente pragas podem trazer insights 

importantes para ajudar a entender sua evolução. 
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Conclusão 

 

Programas de recuperação e conservação de espécies não devem considerar apenas medidas 

genéticas como a única fórmula para salvar espécies da extinção. Medidas de diversidade genética, 

por exemplo, não podem ser a única maneira de quantificar e qualificar se o status de uma 

população ou espécie pode ser considerado saudável para mantê-la em seu habitat. Deve ser apenas 

uma medida preditiva (Spielman et al. 2004; Teixeira e Huber, 2021). Não podemos desconsiderar 

que os impactos da introgressão podem ser benéficos para populações naturais, uma vez que 

desempenham um papel importante na evolução adaptativa, conforme exemplificado acima. Em 

alguns casos, ela fornece vantagens adaptativas para espécies que sofrem depressão por endogamia 

que podem ser revertidas, além de produzir novas espécies e linhagens diferencialmente adaptadas 

ao ambiente, especialmente porque fornece meios para uma adaptação ambiental mais rápida 

(Edelman e Mallet, 2021). O impacto da introgressão de espécies, bem como outros processos 

evolutivos, ainda não é muito bem explorado em espécies neotropicais, embora seja bem 

documentado em regiões temperadas. Em parte por isso, espécies recentemente divergentes, como 

as espécies do gênero Anastrepha aqui discutidas, podem ser modelos biológicos importantes para 

ajudar a elucidar histórias evolutivas complexas e fornecer modelos mais abrangentes para espécies 

neotropicais. 

Um dos maiores desafios do reconhecimento do impacto histórico da introgressão em várias 

linhagens evolutivas diferentes, e a observação de que é muito mais comum do que se considerava 

anteriormente, é como isso impacta a definição do que constitui uma espécie (Mallet, 2008; Abbott 

et al. 2013; Shapiro et al. 2016). Começamos este capítulo descrevendo várias visões diferentes 

sobre conceitos de espécie e indicando a importância de “espécies” em diferentes campos do 

conhecimento, mas gostaríamos de terminar enfatizando que a introgressão tem grande 

consequência na conservação. Aspectos políticos importantes, e como isso foi escrito em leis e 

protocolos, usam definições de espécies que dificultam o reconhecimento ou limitam o valor dos 

híbridos, chegando até o ponto de remover o status de conservação protetora de alguns. Isso tem 

sido realmente promovido por vários biólogos conservacionistas ao longo do tempo, considerando 

que em vários casos, os híbridos são becos sem saída evolutivos e colocariam em risco a 

sobrevivência das espécies originais (Rhymer e Simberloff, 1996; Levin, 2002), embora isso tenha 

sido demonstrado ser uma causa rara de extinção de espécies (Draper et al. 2021). Se considerarmos 

que parece que a maioria das espécies na natureza experimentou pelo menos algum nível de 
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introgressão ao longo de sua história, e isso é mais provável que aumente com as mudanças 

antropogênicas que estão acontecendo atualmente, talvez uma reconsideração dessas conclusões 

seja justificada à luz da ideia proposta por Darwin de que as espécies seriam construções um tanto 

arbitrárias que usamos para caracterizar e definir a biodiversidade. À medida que aumentamos 

nosso conhecimento das relações entre espécies e seu contexto histórico, esse conhecimento deve 

nos ajudar a estabelecer melhor critérios para preservar diferentes grupos de populações, indivíduos 

ou linhagens que garantiriam sua sobrevivência a longo prazo, bem como de seu ambiente. 
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2º Capítulo 

Comparative subsampling of phylogenomic informative loci to delimit species in Anastrepha 

 

Resumo 

 

As análises filogenômicas revolucionaram nossa compreensão das relações evolutivas, mas a 

incongruência entre os loci genômicos frequentemente complica a reconstrução de filogenias 

precisas. Aqui, reanalisamos dados genômicos para investigar as relações evolutivas entre moscas-

das-frutas Anastrepha, incluindo sete grupos de espécies e múltiplas linhagens do complexo 

Anastrepha fraterculus. Nosso conjunto de dados abrangeu 3.170 grupos de genes ortólogos para 

15 espécies de Anastrepha e cinco outros gêneros de tefritídeos. A inferência filogenética usando 

árvore de espécies e análises de concordância revelou consistentemente topologias bem suportadas 

para relações evolutivas mais profundas, enquanto divergências mais recentes, particularmente 

dentro do complexo A. fraterculus, exibiram altos níveis de incongruência filogenética. Fatores de 

concordância genética (gCF) e fatores de concordância de sítio (sCF) indicaram que apenas uma 

minoria de loci (<50%) suportou nos-chave, sugerindo a influência do fluxo gênico, classificação 

de linhagem incompleta ou outras forças evolutivas. Para abordar esses desafios, exploramos 

estratégias para selecionar subconjuntos reduzidos de loci filogeneticamente informativos. Entre 

as estratégias testadas, subconjuntos baseados em métricas de concordância e taxa evolutiva 

produziram topologias consistentes com análises de conjuntos de dados completos e níveis 

reduzidos de discordância. Notavelmente, esses subconjuntos mantiveram suporte robusto para 

relacionamentos mais profundos enquanto aumentavam a congruência em nós mais rasos. 

Investigações posteriores de parâmetros genômicos revelaram que genes nos conjuntos reduzidos 

exibiram taxas evolutivas mais baixas, valores mais altos de certeza de internó (IC) e, em alguns 

casos, sinais mais fortes de introgressão. Essas descobertas destacam o potencial de loci 

cuidadosamente selecionados para melhorar a resolução filogenética e mitigar os efeitos de sinais 

conflitantes. Nosso estudo fornece novos insights sobre a história evolutiva de Anastrepha, 

esclarece relacionamentos dentro do complexo A. fraterculus e oferece abordagens práticas para 

refinar análises filogenômicas em sistemas com histórias evolutivas complexas. 

 

Palavras-chave: filogenômica, subamostragem, complexo Anastrepha fraterculus, praga de 

inseto, discriminação de espécies 

Abstract  

Phylogenomic analyses have revolutionized our understanding of evolutionary relationships, yet 

the incongruence among genomic loci often complicates the reconstruction of accurate 

phylogenies. Here, we reanalyzed genomic data to investigate the evolutionary relationships among 

Anastrepha fruit flies, including seven species groups and multiple lineages of the Anastrepha 

fraterculus complex. Our dataset encompassed 3,170 orthologous gene clusters for 15 Anastrepha 

species and five other tephritid genera. Phylogenetic inference using species tree and concordance 

analyses consistently revealed well-supported topologies for deeper evolutionary relationships, 

while more recent divergences, particularly within the A. fraterculus complex, exhibited high levels 

of phylogenetic incongruence. Gene concordance factors (gCF) and site concordance factors (sCF) 

indicated that only a minority of loci (<50%) supported key nodes, suggesting the influence of gene 

flow, incomplete lineage sorting, or other evolutionary forces. To address these challenges, we 
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explored strategies for selecting reduced subsets of phylogenetically informative loci. Among the 

strategies tested, subsets based on concordance and evolutionary rate metrics produced topologies 

consistent with full dataset analyses and reduced levels of discordance. Notably, these subsets 

maintained robust support for deeper relationships while increasing congruence at shallower nodes. 

Further investigation of genomic parameters revealed that genes in the reduced sets exhibited lower 

evolutionary rates, higher internode certainty (IC) values, and, in some cases, stronger signals of 

introgression. These findings highlight the potential for carefully selected loci to improve 

phylogenetic resolution and mitigate the effects of conflicting signals. Our study provides new 

insights into the evolutionary history of Anastrepha, clarifies relationships within the A. fraterculus 

complex, and offers practical approaches for refining phylogenomic analyses in systems with 

complex evolutionary histories. 

Keywords: phylogenomics, subsampling, Anastrepha fraterculus complex, insect pest, species 

discrimination  
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1 INTRODUCTION 

 

The genus Anastrepha encompasses over 300 identified species, several of which are pests 

of great economic importance in the Neotropical region (Norrbom et al. 2018). As with other 

Tephritidae, species identification in this genus is hampered by a general reliance on female 

morphology for identification (Norrbom et al. 2000). Others strategies have been tried, with varied 

results, particularly in more closely related species (Rodriguez et al. 2022; Dutra et al. 2011), but 

more emphasis has been given to the use of genetic data to investigate their phylogenetic 

relationships, with the use of different genetic regions, with variable success (Dias et al. 2016; 

Sobrinho and De Brito, 2012). Recent phylogenetic and phylogenomic studies using genomic and 

transcriptomic data have provided relevant phylogenetic relationships across different taxonomic 

levels, such as among species groups, but even among more closely related taxa, such as species 

in the fraterculus group, which harbors most of the pestiferous species in the genus (Congrains et 

al., 2023; Congrains et al., 2021). These data have been analyzed employing a combination of 

methods from concatenated supergenes to coalescence and congruence analysis of individual gene 

trees to explore genetic variability across multiple loci (Congrains et al., 2023).  The combination 

of different methods has revealed that a combination of evolutionary factors limits our ability to 

infer phylogenetic relationship among Anastrepha, such as introgression, recent and rapid 

divergence and high levels of ancestral polymorphism (Congrains et al., 2023; Díaz et al. 2018). 

The differentiation between ancestral polymorphism and introgression is not trivial 

(Hibbins and Hahn, 2021), but recent phylogenomic studies has indicated that recent divergence 

and introgression may contribute to complicate species identification and recognition in 

Anastrepha (Congrains et al., 2023; Congrains et al., 2021). As more genomic data has emerged, 

it has become clear that introgression has a much larger role in differentiation across several 

different taxa (Suvorov et al., 2022; Thawornwattana et al. 2022). This may have happened because 

of historical and/or recurring events, and may even be involved with species adaptation to different 

selective pressures, a process that can increase pest adaptability to new environments, but influence 

proper phylogenetic inferences (Daubin et al. 2003). This may be one of the reasons why different 

genetic markers have produced discordant phylogenetic inferences in Anastrepha, particularly 

among more closely related species in the fraterculus group, and has limited our ability to tackle 

on the differentiation of several lineages in the A. fraterculus s.l., which is considered to be a 

species complex (Selivon et al. 2022; Hernández-Ortiz et al. 2015). The ability to investigate a 
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greater number of specimens across their distribution may be essential to help investigating species 

boundaries and evolutionary forces involved in their differentiation, but the cost of whole genomic 

analyses may still be prohibitive. 

The use of a reduced subset of markers for phylogenetic analyses, or phylogenomic 

subsampling, has emerged as a valuable approach (Chen et al. 2015; Mongiardino Koch, 2021) to 

offset the costs of producing and analyzing large datasets (Mongiardino Koch, 2021 Mongiardino 

Koch, 2021), particularly for population studies. The focus on a carefully selected subset of genes 

may enable a target on phylogenetically informative loci that help resolve contentious or unstable 

nodes while mitigating confounding factors such as saturation, alignment gaps (Fernández et al. 

2016; Sharma et al. 2014) or even introgression and ancestral polymorphism (Steenwyk et al. 2023; 

Moran et al. 2021). Different criteria have been used in subsampling protocols aimed at identifying 

reliable loci, including information quantity (e.g., alignment length or data completeness) and 

quality (e.g., phylogenetic signal or resistance to systematic biases). These approaches vary widely, 

with some focusing on evolutionary rates, favoring loci with fast, slow, or intermediate rates, or 

using rate-homogeneous partitions to reduce noise (Cummins and McInerney, 2011; Li et al. 2021). 

Others employed the parameter referred to as phylogenetic informativeness (PI) to predict loci 

likely to resolve relationships accurately (Townsend et al. 2012; Alda et al. 2019) or Internode 

Certainty (IC), that indicates loci that properly infer correct phylogenetic relationships (Kobert et 

al. 2016). Different strategies have used these criteria individually, or combined, to achieve 

adequate subsampling, but the results have been conflicting (Mongiardino Koch, 2021; Fernández 

et al. 2016). 

Previously, we have suggested that a set of ~100 loci that were phylogenetically informative 

which could be used for species identification in Anastrepha (Congrains et al. 2023). Here we test 

three different protocols to subsample a large array of genomic and transcriptomic data on different 

species and samples of Anastrepha aiming to identify a minimal set of loci that are both 

phylogenetically informative and robust against the effects of introgression and ancestral lineage 

sorting. The identification of a short subset of informative loci is critical for a broader analysis 

across large populations, but also to help design a cost-effective strategy for species identification 

in Anastrepha, paramount for the development of tools to monitor and control several important 

pest species that belong to this genus.  
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2. Materials and Methods 

 

2.1 Data processing 
 
 

We explored data produced from a pipeline that relies on the selection and alignment of 

orthologous genes through the integration of transcriptomic and genomic data in a phylogenetic 

framework. The pipeline we used is a slight modification of what has been described elsewhere  

(Congrains et al. 2023, 2021). Different than in previous analysis, we did not implement a filter 

based on taxon occupancy to prevent discarding potentially informative genes whose orthology 

inference has failed due to their high evolutionary rates. The dataset consisted of 3,170 orthologs 

from 36 Anastrepha specimens and five specimens from other genera of the Tephritidae family. 

The set of samples has a greater emphasis on species of the fraterculus group (Congrains et al. 

2023) (Figure 1). We produced two different datasets with aligned sequences from different 

specimens to perform the analyses hierarchically, with one focusing on species of the fraterculus 

group (fraterculus dataset) and a more encompassing dataset that investigated patterns of evolution 

across the Anastrepha genus (Anastrepha dataset). The fraterculus dataset was comprised of 3,168 

orthologs from 27 specimens of 8 species, that encompassed all samples from the fraterculus group, 

A. psidivora, which is considered incertae sedis and two outgroups, A. striata and A. bistrigata. It 

is important to mention that since different taxa in the A. fraterculus complex has not been formally 

separated into different species with proper names, we are using the term A. fraterculus s.l. to refer 

to an assemblage of lineages that forms a polyphyletic taxa, though we recognize several different 

lineages that have the support of different attributes as potentially valid separate taxa in the 

complex. When we consider all these taxa separately, we have a total of 13 taxa in the fraterculus 

dataset. The Anastrepha dataset consists of 3,170 orthologs from 36 specimens of 15 species (21 

when considering lineages of fraterculus complex as separate taxa) of Anastrepha and expands the 

analyses also to other species groups and includes Zeugodacus (Bactrocera) cucurbitae, 

Bactrocera dorsalis, Bactrocera oleae, Ceratitis capitata, and Rhagoletis zephyria as outgroups 

(Table 1 and Figure 1). 
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Table 1. Sampling information.  

Samplea Species Species group City 

(State/Province) 

Country 

Coordinates lat/longb 

Host 

A. fraterculus ES Anastrepha fraterculus fraterculus Muniz Freire (ES) Brazil 20°27'52.13"S / 41°24'54.88"W Plinia cauliflora 

A. fraterculus RJ Anastrepha fraterculus fraterculus Conceição do Jacareí 

(RJ) 

Brazil 23° 1'54.32"S / 44° 9'54.14"W Tropical- almond 

A. fraterculus RS Anastrepha fraterculus fraterculus Dois Irmãos (RS) Brazil 29°57'7"S / 51°11'33"W Cattley guava 

A. fraterculus RS2 Anastrepha fraterculus fraterculus Vacaria (RS) Brazil 28°30'44"S / 50°56'02"W Trap 

A. fraterculus SP1 Anastrepha fraterculus fraterculus São Carlos (SP) Brazil 22°1′49.84″ S / 20°27′52.13″ S Savanna cherry 

A. fraterculus AR Anastrepha fraterculus fraterculus Tucumán (TUC) Argentina  27° 2'3.74"S/ 65°19'45.33"W Trap 

A. fraterculus SC Anastrepha fraterculus fraterculus Itapema (SC) Brazil 27°05'36"S / 48°37'08"W Barbados cherry 

A. fraterculus SP2 Anastrepha fraterculus fraterculus Porto Ferreira (SP) Brazil 21°50'59"S / 47°29'42"W Rangpur 

A. fraterculus BA Anastrepha fraterculus fraterculus Ubaitaba (BA) Brazil 14°18'37.66"S / 39°19'18.08"W Guava 

A. fraterculus SP3 Anastrepha fraterculus fraterculus Ilha Bela (SP) Brazil 23°47'19.52"S / 45°21'42.02"W Guava 

A. fraterculus CUS Anastrepha fraterculus fraterculus Cusco Peru 13°19'18.18'' S / 71°57'24.9'' W Prunus persica 

A. fraterculus LOR Anastrepha fraterculus fraterculus Loreto Peru 03°15' 5.27" S / 72°54'28.44" W Trap 

A. fraterculus ANC Anastrepha fraterculus fraterculus Ancash Peru 09°29'07.42" S / 78°17'58.52" W Trap 

A. fraterculus MDD Anastrepha fraterculus fraterculus Madre de Dios Peru 12°33'28.33" S / 70°06'31.36" W Onychopetalum 

periquino 

A. fraterculus Col Anastrepha fraterculus fraterculus Rizaralda Colômbia 05°11'18.85" N / 75°52'28.42" W Trap 

A. fraterculus Ecu Anastrepha fraterculus fraterculus Pichincha Ecuador 00°12'02.70" S / 78°28'19.99" W Chirimoya 

A. fraterculus Mxc Anastrepha fraterculus fraterculus Ciudad de Mexico Mexico - - 
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A. turpiniae MG Anastrepha turpiniae fraterculus Três Marias (MG) Brazil 18°12'13.28"S / 45°14'23.34"W Guava 

A. turpiniae SP Anastrepha turpiniae fraterculus Araraquara (SP) Brazil 21°48'55.81"S / 48°12'5.34"W Guava 

A. distincta SP Anastrepha distincta fraterculus São Carlos (SP) Brazil 21°57'33"S / 47°53'54"W Inga 

A. obliqua RJ Anastrepha obliqua fraterculus Conceição do Jacareí 

(RJ) 

Brazil 23° 1'54.32"S / 44° 9'54.14"W Starfruit 

A. obliqua GO Anastrepha obliqua fraterculus Goiania (GO) Brazil 16°41′58″S / 49°16′35″W Jacote 

A. obliqua PR1 Anastrepha obliqua fraterculus Capanema (PR) Brazil 25°39'45.54"S / 53°48'28.74"W Eugenia uvalha 

A. obliqua PR2 Anastrepha obliqua fraterculus Marialva (PR) Brazil 23°30'56.68"N / 51°49'34.11"W Jocote 

A. obliqua Col Anastrepha obliqua fraterculus  - Colômbia   4°54'8.49"S/ 74°41'20.46"W  Trap 

A. suspensa Anastrepha suspensa fraterculus  - United States* 41°33'57.11"N/ 77°54'8.54"W  Trap 

A. ludens Anastrepha ludens fraterculus  - United 

States** 

 41° 7'37.30"N/ 74°40'57.73"W  Trap 

A. psidivora Anastrepha psidivora Unplaced Cusco Peru 12°53'42" S / 71°24'10" W  Trap 

A. bistrigata Anastrepha bistrigata striata São Carlos (SP) Brazil 22° 1'49.84"S / 47°54'27.90"W Guava 

A. striata Anastrepha striata striata Cusco Peru 12°53'42.23" S / 71°24'09.98" W  Trap 

A. pseudoparallela Anastrepha 

pseudoparallela 

pseudoparallela Porto Ferreira (SP) Brazil 21°50'59"S / 47°29'42"W Passion fruit 

A. grandis Anastrepha grandis grandis Porto Ferreira (SP) Brazil 21°50'59"S / 47°29'42"W Pumpkin 

A. serpentina Anastrepha serpentina serpentina Araraquara (SP) Brazil 21°48'55.81"S / 48°12'5.34"W Pouteria campechiana 

A. hadracantha Anastrepha 

hadracantha 

mucronata Madre de Dios Peru 12°33'11.23" S / 70°06'38.27" W  Trap 

A. leptozona Anastrepha leptozona leptozona Cusco Peru 12°53'42" S / 71°24'10" W Trap 
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A. curitis Anastrepha curitis leptozona Madre de Dios Peru 12°34'00.98" W / 70°06'05.72" S Trap 

aCountry abbreviations are: Arg: Argentina; Col: Colombia: Ecu: Ecuador. State/Department/Province, City/Locality 

Abbreviations correspond to these full names: SP: São Paulo, ES: Espírito Santo, RJ: Rio de Janeiro, RS: Rio Grande 

do Sul, SC: Santa Catarina, BA: Bahia, GO: Goiás, PR: Paraná, MG: Minas Gerais, TUC: Tucumán, CDMX: Ciudad 

de México, CUS: Cusco, LOR: Loreto, ANC: Ancash, and MDD: Madre de Dios 
b These coordinates were obtained using Google Earth Pro v. 7.3.4. 
c Pooled sample from GenBank with some information not available 

 

 
Figure 1: Spatial configuration of the sampling distribution of the 15 species of the genus Anastrepha, with samples 

distributed in North and South America. 

 

 

2.2 Species Trees Inference and Concordance Analysis 
 

We used Model-Test-NG (Darriba et al. 2019) to infer the best-fit nucleotide substitution 

model based on the Bayesian information criterion (BIC) for each alignment of orthologous genes, 

independently for each set, fraterculus and Anastrepha, which was used in RAxML-NG (Kozlov 

et al. 2019) to infer Maximum likelihood (ML) gene trees with 200 rapid bootstrap replicates. 

Species trees were inferred by concatenating gene alignments into a super-matrix using a 

concatenation method and also by combining gene trees through multispecies coalescent 

approaches for both datasets. Concatenation analysis involved incorporating the best-fit model for 

each gene and employing 200 bootstraps using IQ-TREE v. 2.1.2 (Minh et al. 2020). Multi-species 
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coalescent trees were estimated based on ML gene trees using default parameters in ASTRAL v. 

5.7.7 (Zhang et al. 2018). Phylogenetic support was evaluated through the gene concordance factor, 

local posterior probabilities (PP), and quartet support. The gene concordance factor represents the 

proportion of gene trees with compatible topologies with a branch in the species tree (Minh and 

Hahn, 2020), calculated using IQ-TREE v. 2.1.2 (Minh et al. 2020). Local PP and quartet support 

were computed based on the quartet frequency in the gene trees (Sayyari and Mirarab, 2016), 

estimated using ASTRAL v. 5.7.7 (Zhang et al. 2018).  

We investigated the proportion of genes within our comprehensive dataset that exhibit 

higher concordance with the species tree generated by the ASTRAL method using Phyparts (Smith 

et al. 2015), a bipartition-based method, for a concordance and conflict analysis with a bootstrap 

support threshold < 70%. Subsequently, we utilized the python script PhypartsPieCharts.py 

(https://github.com/mossmatters/phyloscripts) to visualize the results with pie charts that show the 

number of gene trees that were concordant, conflicting, or uninformative with respect to the species 

tree in each node. We used Gotree (Lemoine and Gascuel, 2021) throughout the workflow to 

remove zero length branches and to root trees. 

 

2.3 Search for Phylogenetically Informative Genes 

 
 

Previous studies have been successful at using molecular data to bring some phylogenetic 

resolution among different species of Anastrepha, especially those belonging to the fraterculus 

group, by using a large number of different loci. Here we investigated whether we could find 

similar resolution using a more reduced set of phylogenetically informative genes, and to that effect 

we tried three alternative methods. We chose strategies that would define the smallest number of 

loci that was still effective at identifying a set of taxonomically and topologically well-supported 

nodes, similar to what we described elsewhere (Congrains et al. 2023). The procedures here 

considered three sets of nodes that are informative at different hierarchical levels, that is, that 

separates genera, species groups in the genus Anastrepha, species, and lineages of the A. fraterculus 

complex (see results for details). We should mention that whenever a species group is represented 

by a single species, we allocated this node to the species group. On the other hand, lineages in the 

fraterculus species were considered as “species” when there was association to other traits that 

would support a stronger claim. This is akin to what we used elsewhere (Congrains et al. 2023), 

though we expanded the nodes previously considered to account for more divergent taxa.  

https://github.com/mossmatters/phyloscripts
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The initial strategies used to select phylogenetically informative sets, which is exploratory 

in nature, relied on data derived from the IQ-TREE v. 2.1.2 software (Minh et al. 2020; Mo et al. 

2022). From these analyses, we tested two approaches to identify sets of informative genes for 

elucidating relationships among Anastrepha species, and particularly species in the fraterculus 

group. For the first approach, we used a strategy that simply considered the number of 

parsimoniously informative sites per gene, as defined by (Nei and Kumar, 2000), and retained all 

genes with over 1,000 variable sites, derived from IQ-TREE2. We selected a set of 37 genes with 

over 1,000 variable sites that was referred to as Info_37. To make the other subsets comparable we 

also selected 37 genes for the following strategies. The second approach retained genes that had 

sCF values above 60% for phylogenetically informative nodes (the sum of all three informative 

hierarchical levels discussed above), based on the ML phylogenetic tree inferred by that gene, as 

well as an average gCF values above 50%. This set is referred to as sgC60_37. For the third 

approach, we used the SortaDate software (https://github.com/FePhyFoFum/sortadate) employing 

a combination of two criteria to choose a subset of genes, largest bipartition support and 

minimization of tip-to-root variation. SortaDate assesses similarities between gene trees and the 

species tree, focusing on tree length variation and retains only genes that meet certain optimality 

criteria for phylogenetic information (Smith et al. 2018). This set is referred to as Sortadate_37. 

We also explored subsets for each of these strategies with a more reduced number of loci, in this 

case 20 loci per subset (Info_20, sgC60_20, and Sortadate_20), which could make these analyses 

more amenable for further practical applications. 

We evaluated the ability of the three strategies to produce a more reduced number of loci 

that were still informative to identify lineages at different phylogenetic levels in the Anastrepha 

phylogeny by contrasting the inferred species trees produced on ASTRAL using only the selected 

genes and the full datasets. This was investigated by looking at the Gene Concordance Factor (gCF) 

using the IQ-TREE2 to test the node support across the phylogeny, especially for well-defined 

groups, i.e., clades that are associated with taxonomically or morphologically recognized taxa 

(following Congrains, Dupuis, Steck, Rodriguez, Sutton, Branham, De Brito and Geib (Congrains 

et al. 2023) and represented on results). This was further analyzed by using PhyParts (Smith et al. 

2015). 

 

 

https://github.com/FePhyFoFum/sortadate
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2.4 Incomplete Lineage Sorting (ILS) and Introgression 

 

Given the history of recent divergence, incomplete lineage sorting (ILS) and introgression 

in Tephritidae, particularly in Anastrepha (Congrains et al. 2023; Díaz et al. 2018; Prezotto et al., 

2019), we conducted specific analyses to investigate the relationship between concordance factors 

and the bootstrap method generated by IQ-TREE. We used these concordance factors to test the 

assumptions of an Incomplete  Lineage Sorting (ILS) model. We conducted pairwise 

analyses of all concordance factor statistics, generating correlation value assignment graphs.  

We investigated for introgression using the Dsuite computational tool (available at 

https://github.com/millanek/Dsuite) to calculate Patterson's D statistics, known as ABBA-BABA 

metrics along the genome [49]. These parameters were adopted to infer signs of introgression 

between different lineages. Attention in this study focused on exploring alleles of common ancestry 

among combinations of three species groupings that are phylogenetically tenable. Due to the 

heterogeneous distribution of the locations of the genes across the genome, we also performed the 

f4-ratio analysis [50], which examines introgression signs delimited to specific genomic intervals. 

We used several sets of species (see Suppl. Table 1) to estimate a compounded general estimate of 

introgression per gene that would not depend on an individual species set, but rather, would indicate 

the general propensity of each marker to move across lineage (or “species”) boundaries. Benjamini-

Hochberg (BH) correction to adjust p-values were considered to account for multiple tests and 

graphically represented in figures using Microsoft Excel and the R environment scripts. 

For the purpose of investigating introgression, we treated different lineages of A. fraterculus 

as separate species when there were other traits to support that separation, following previous 

phylogenetic analyses that indicated several clades (Congrains, 2023, 2021; Hernández-Ortiz et al. 

2015). Furthermore, some of these analyses were only performed for taxa for which we had more 

than one specimen sampled.  

 

2.5 Phylogenetic and evolutionary parameters  

 

Several parameters were estimated from aligned orthologs to indicate levels of 

polymorphism, phylogenetic signals, phylogenetic congruence, and levels of introgression using 

different procedures, which we used to contrast to each reduced subset and the full dataset. This 

analysis aimed to investigate whether these parameters are associated with different gene subsets. 

We estimated transition and transversion evolutionary rates calculated as the total length of the tree 

https://github.com/millanek/Dsuite
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divided by the number of terminals (Telford et al. 2014), and their levels of saturation, using the 

Saturation test (Philippe et al. 2011) on Phykit (Steenwyk et al. 2021). We also used this program 

to estimate evolutionary rates as one minus the sum of squared frequency of different bases at a 

given site and treeness (Phillips et al. 2003), which investigates how well evolutionary distances 

among specimens are better explained by trees, rather than networks, with higher values denoting 

a more significant signal-to-noise relationship. 

We also used IQ-TREE2 (Minh et al. 2020; Mo et al. 2022) to produce a consensus 

phylogenetic tree (species tree) based on single gene Maximum-Likelihood trees. The analysis 

employed 1,000 bootstrap replicates to assess statistical robustness of the consensus tree. We 

employed a heuristic search process with 100 clusters for sequence grouping (--scf 100), activated 

verbose mode for the phylogenetic inference process with Coalescence Hidden Markov Model 

(CHMM) (--cf-verbose), and used the phylogenetic inference mode with the double-forest 

approach (--df-tree). These analyses were used to estimate gCF (gene concordance factor = 

gCF_N/gN%), sCF (site concordance factor with an average of 100 quartets = sCF_N/sN%), and 

sC (number of concordant sites with an average of more than 100 quartets). We estimated Internode 

Certainty per node per gene according to Kobert, Salichos, Rokas and Stamatakis (Kobert et al. 

2016). Individual values were averaged over branches depending on the comparisons performed. 

We used two approaches to investigate patterns of selection on individual gene regions – 

one that estimated the ratio of nonsynonymous to synonymous changes (ω) on clusters of orthologs, 

and another that explores patterns of selection across branches of phylogenetic trees. For the 

former, the number of synonymous (dS) and nonsynonymous (dN) changes and its ratio (dN/dS or 

ω) was estimated using the M0 model in CODEML implemented in the PAML software (Yang, 

1997; Chen et al. 2009). A ω > 1 is considered strong evidence of positive selection for amino acid 

substitutions, while ω ≈ 0 indicates purifying selection (Yang and Bielawski, 2000). This was 

implemented using a python script that uses Ete3 (Huerta-Cepas et al. 2016) and Biopython 

(Talevich et al. 2012) modules to calculate ω for each cluster of ortholog in parallel (available at 

https://github.com/carloscongrains/pamlM0). The analysis of patterns of selection on different 

branches was performed using the branch-site model Busted (Murrell et al. 2015), implemented in 

Datamonkey (Weaver et al. 2018). This approach identifies signatures of positive selection (amino 

acid changes) or purifying selection (amino acid maintenance) by the nonsynonymous to 

synonymous nucleotide substitution rate ratio (dN/dS) on tree branches (Murrell et al. 2015). 

https://github.com/carloscongrains/pamlM0
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2.6 Tests of tree compatibility 

 

The software IQ-TREE2 (Minh et al. 2020) was used to compare whether the topology 

produced by each subset is significantly different than the topology inferred by the Anastrepha 

dataset. This was done by comparing whether maximum likelihood scores of each subset is 

significantly different than the score of the full dataset using several different tests. We used 

Shimodaira-Hasegawa test (Shimodaira and Hasegawa, 1999), as well as the expected likelihood 

weights (Strimmer and Rambaut, 2002) and the approximately unbiased test (Shimodaira, 2002), 

performed on IQ-TREE2 (Minh et al. 2020). 

A visual comparison of the topology produced by the full Anastrepha dataset and each 

subset topology was performed on R (R Core Team R, 2023), using the function cophylo of 

Phytools (Revell, 2024). aThis function creates co-phylogenetic plots to visualize incongruences 

between the full dataset and each subset topology.  

  

2.7 Gene Mapping 

 

We used Exonerate (Slater and Birney, 2005) to align one sequence for each ortholog 

cluster here studied against the genome of A. ludens (GenBank: GCA_028408465.1) (Congrains 

et al. 2024) using default parameters and the est2genome model to generate a physical map 

indicating the location of genes on chromosomes. To do so, we chose sequences from A. ludens, 

whenever available, otherwise we used sequences of A. distincta, which is closely related to A. 

ludens. The interactive mapping visualization across chromosomes was performed using 

ChromoMap v0.4.1, an R package that maps any chromosomal feature from known coordinates 

and illustrates the arrangement and physical or genetic distance between molecular markers or 

genes on the chromosomes of a genome (Pfeifer and Kapan, 2019). These analyses were performed 

on the full set of markers, as well as on the phylogenetically reduced sets of 20 and 37 markers. 
 

 

3. Results 

 

The Anastrepha dataset here investigated is derived from the reanalysis of whole genome 

sequencing, complete genome assemblies or transcriptomes from 36 specimens of 15 Anastrepha 

species which included seven species groups and seventeen samples from the A. fraterculus 

complex across South America and Mexico as well as five species of other tephritid genera. This 

dataset consisted of 3,170 clusters of orthologous genes that had an average of 1,432 bases per 
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cluster, providing a total of 4,551,036 bases and about 20.5% missing data for the ingroup. The 

fraterculus dataset was composed of a subset of the Anastrepha dataset, including 13 species of 

the fraterculus group, A. psidivora, A. striata, and A. bistrigata. This set was composed of 3,168 

with an average of 1,545 bases per cluster, totaling 4,895,310 bases and about 21% of missing data. 

Phylogenetic inferences with the whole dataset produced basically the same topology produced 

elsewhere (Figures 1 and 2). We explored the lack of phylogenetic signal at different parts of the 

topology to investigate which evolutionary forces might be influencing this pattern.  

 

3.1 Species tree inference and concordance analyses 
  

The topologies of the species trees derived from the Anastrepha dataset, which 

encompasses all Anastrepha samples here studied, and the outgroups, as well as the fraterculus 

dataset, which restricted the sampling to samples from the fraterculus species group, A. psidivora 

and two outroups, using different methodological approaches were highly congruent with previous 

analyses (Congrains et al. 2023) (Figures 2 and 3). Most nodes associated with separation of 

potentially valid different taxa (be it clades within the A. fraterculus complex, species, or genera) 

had high support (100% bootstrap for the concatenated approach and 1.0 PP) for the multispecies 

coalescent approach). Despite the high bootstrap and PP support, separate analyses of multispecies 

coalescent congruence across different genes showed high levels of phylogenetic incongruence 

across different genes, in general presenting values smaller than 50% of congruence for the gene 

concordance factors (gCF), site concordance factors (sCF) values, and quartet support. Because 

most of the incongruence was associated with the more closely related taxa and the results between 

the two datasets are very similar, we only show here the phytools tree based on the whole 

Anastrepha dataset (Figure 4). 
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Figure 2. Multispecies coalescent species tree of Anastrepha species and five other Tephritidae species as outgroups 

based on 3,170 genes inferred in ASTRAL. Phylogenetic supports (bootstrap / gene concordance factor / quartet 

support) are shown on the nodes. 
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Figure 3. Maximum likelihood inference from concatenated 3,168 genes of Anastrepha species with focus on the 

fraterculus group using A. striata and A. bistrigata as outgroups inferred in RAxML. Bootstrap supports are shown 

close to the nodes 
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Figure 4: Summary of gene concordance and conflict based on PhyParts analysis against the species tree inferred on 

ASTRAL based on the Anastrepha dataset. Pie charts show gene concordance (blue), conflict (green = one dominant 

alternative; red = other conflicting trees), and non-informative (gray) at each node.  

 

As expected, the deeper nodes in general had greater support and more concordance over 

different markers, but there were some shallower nodes with high support as well. Only a limited 

number of branches in the topology had congruence values over 50%, and these mostly were 

associated with deeper branches, which is particularly true for the nodes involving the A. 

fraterculus complex. Because the topologies produced from the full datasets do not vary from what 

previous analyses have shown, where a more detailed analysis of these relationships was presented 

(Congrains et al. 2023), we will only emphasize here aspects that are enriched by the congruence 

analyses. The main point of discordance between different datasets and methodologies entails the 

separation of clades of A. fraterculus in the West South America and A. turpiniae. The ML 

concatenated analyses of all Anastrepha data failed to separate A. fraterculus Clades III, from Peru, 

and IV, from Colombia and Ecuador, but placed A. fraterculus Clade V, also from Peru, more 

closely related to A. turpiniae. This was basically the same arrangement for the ASTRAL 

topologies with both datasets, though ASTRAL separated A. fraterculus Clades III, and IV. The 

ML analyses of more closely related species in the fraterculus dataset separates these different 

West South American A. fraterculus clades, but places A. turpiniae as a sister taxa. 
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The lack of resolution among lineages in the West South American is reflected on the 

congruence analyses, that show over 60-70% discordance across different genes for most of these 

relationships and quartet supports between 2 and 20% (Figure 2). That is not too different from 

what is observed across the fraterculus species group, with gCF support values for several different 

species failing to exceed 35%. In fact, the fraterculus complex exhibited considerable variation in 

support, ranging from 11% to 70% for different lineages, some of which that could potentially 

represent different species (Dias et al. 2016; Congrains et al. 2023). The support for the fraterculus 

species group, on the other hand, is very robust (75% of the genes supporting this lineage) and 

showing A. psidivora as sister taxa to the fraterculus group. As we compare more distantly related 

taxa, the level of congruence across different genes tend to increase, being around 48% for the 

comparisons across species groups and reaching over 90% for the separation of genera, placing 

Anastrepha more related to Rhagoletis than to Ceratitis, Bactrocera, and Zeugodacus, a result 

corroborated by other phylogenetic analyses (He et al. 2024) as well as by the current taxonomy, 

which places the former two genera in Trypetinae, whereas the latter are in the Dacinae subfamily.  

Despite high levels of incongruence across different loci on the genome, indicated by sCF 

and gCF values below 50% in several nodes, the consistency across datasets and methodologies 

suggests the existence of the lineages we observed, which also correlates well with genera, species 

groups and species (even in the fraterculus complex). We explored these results by investigating 

whether we could find a smaller assortment of genes that might be more phylogenetically 

informative and congruent than the average loci as measured by multiple parameters. 

 

3.2 Phylogenetic Inferences and the Search for Informative Genes 

 

The three different strategies chosen to find a reduced set of informative genes (See list of 

genes and some parameters on Suppl. Table 2) produced different topologies in general. Tests of 

tree compatibility shows indicates that all trees produced by subset strategies are significantly 

worse than the one produced by the full Anastrepha dataset using Shimodaira Hasegawa (SH), 

weighted SH, Expected Likelihood weight or unbiased test (data not shown). Despite these 

significant differences, these discrepancies mostly involve closely related samples, and this is more 

apparent when we chose sets of 20 genes rather than 37, which can be visualized on the cophylo 

analyses (Figure 5). Like before, these results were very similar when comparing the two different 
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main datasets, so we chose to retain information only for the Anastrepha dataset, considering that 

the markers chosen should provide information across different divergence spectra. 
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Figure 5:  Visualization of phylogenetic congruence between the topology produced by all loci (on the left of each 

cophylo tree above) and each of the three gene subsets of 20 and 37 loci A) 20 highest sC>60%, B) 20 highest genes 

inferred from Sortadate; C) 20 genes with highest number of informative characters D) 37 highest sC>60%, E) 37 

highest genes inferred from Sortadate; F) 37 genes with highest number of informative characters. Blue lines indicate 

matching taxa on contrasting trees. 

 

The strategy of choosing the genes with highest number of informative characters (dubbed 

info sets) failed to provide phylogenetic information for all the specimens here studied in the larger 

datasets, whereas the other methods represented the whole array of taxa here investigated (Figure 

4A-F shows ASTRAL trees for sets of 20 loci and 37 loci, whereas the ML inferences are shown 

on Suppl. Figures 1 and 2). These different strategies showed different efficiencies at recovering 

the original topology and congruence. Even though info_20 and info_37 subsets, based on number 

of informative loci, also produced topologies that were fully compatible with the overall tree, that 

encompassed a smaller number of taxa, and these were associated with higher congruence values 

for the topology of the remaining taxa (Figure 4C and Figure 4F). These datasets failed to capture 

enough data to include in the tree at least five species, A. hadracantha, A. leptozona, A. curitis, A. 

striata and A. psidivora, as well as a few specimens in the fraterculus species group. The other two 

strategies, Sortadate and sgC60 produced topologies that represented all samples here studied and 

better matched the phylogeny derived from the full datasets. More importantly, the latter strategies 

produced topologies with less phylogenetic discordance across loci. 

In general, the percentage of genes supporting or not a specific topology, or nodes, varied, 

but were higher in the subsets of genes here chosen, when compared to the whole datasets. Around 

40% of the loci were informative and compatible with the topology produced by all loci, a number 
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that decreased to 32% when only considering the variation among Anastrepha species. When we 

consider the sets of 20 loci, the sgC60_20 had over 53% genes informative for the whole assembly 

of species and 40% when only considering Anastrepha, but failed to resolve the relationships 

among West South America A. fraterculus clades (Clades III, IV and V) and A. turpiniae. The 

Sortadate_20 had values of 62% (all taxa) and 52% (only Anastrepha), respectively and the Info_20 

had values of 67% and 61%, the highest among them, though it should be remembered that not all 

specimens are represented in this strategy. This pattern remains when we change to sets of 37, 

increasing on average by about 20% of genes being informative across all nodes with sC60_37 and 

Sortadate_37, and maintaining similar values for the informative set. We should mention that even 

though all sets are basically represented by different sets of loci (graphically represented on Figure 

6), they consistently produced robust phylogenetic inference and compatible with the one produced 

by the complete dataset, with the only exception being the separation of A. turpiniae and 

relationship of that to other A. fraterculus from the West South America with 20 loci (Figures 7 

and 8). Because the levels of support varied across different lineages and different representative 

sets, we explored other parameters to understand whether there were specific parameters associated 

with the sets of selected loci at different points in the hierarchy (Suppl. Figure 4 shows nodes that 

were used to represent separation of species, species groups and genera). 
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C) 

B) 

D) 

A) 

Figure 6:  Chromomap distribution of loci across the A. ludens genome. A) Full set of 3170 genes, B) Distribution of Info_37 – 37 genes with more than 100 informative 

characters; C) Distribution of sgC60 – Set of genes with highest sC60%; D) Distribution of Sortadate_37 – Set of genes with longer and more robust internal branches inferred 

from Sortadate. 
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Figure 7:  Summary of concordance and conflict inferred on Astral and plotted with Phyparts and Phypartspiecharts. A) all 3179 genes. B) 20 highest sC>60%, 

C) 20 highest genes inferred from Sortadate; D) 20 genes with highest number of informative characters (ASTRAL). Piecharts indicate number of genes which 

support the node (blue), support the most frequent alternative (green), support any of the other alternatives (red), and failed to be informative for that node. 
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Figure 8  Summary of concordance and conflict inferred on Astral and plotted with Phyparts and Phypartspiecharts. A) all 3179 genes. B) 37 highest sC>60%, C) 

37 highest genes inferred from Sortadate; D) 37 genes with highest number of informative characters (ASTRAL). Piecharts indicate number of genes which support 

the node (blue), support the most frequent alternative (green), support any of the other alternatives (red), and failed to be informative for that node. 
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3.3 Association of phylogenetic parameters to reduced subsets. 

 

We investigated several phylogenetic and evolutionary parameters across different 

genes on the genome, summarized on Table 2 and visually represented on Figure 8. The focus 

of these analyses was more on their effect and association to the three subsets here described, 

rather than a thorough investigation of these parameters on the genome of Anastrepha. In 

general, though, these parameters indicate that the contigs here studied are evolving under 

purifying selection, indicated by average low values of omega (ω) over different regions of the 

genome for the two datasets, Anastrepha and fraterculus (Table 2, Figure 8A-B and Suppl. 

Figure 5), with very few exceptions with dN/dS values of at least 0.5, an indication they might 

be evolving under positive selection (Swanson et al. 2004). It is interesting that the fraterculus 

dataset, which compared more closely related taxa, had higher average values of ω than the 

Anastrepha dataset (0.10 and 0.06, respectively). These lower dN/dS values for more distantly 

related taxa could be due to saturation, and in fact, these values are higher on the Anastrepha 

dataset compared with the fraterculus dataset (Table 2, Figure 8C-D and Suppl. Figure 6), but 

they affected mostly the more divergent taxa and did not seem to impact much the phylogenetic 

signal. This is indicated by the average evolutionary rate values across the genome, which is 

higher when comparing more distant taxa in Tephritidae than among species and clades of 

Anastrepha (Table 2, Figure 8E-F and Suppl. Figure 7), indicating that the higher saturation 

values are not enough to quash the association between evolutionary distance and change. This 

is reflected also on average values of treeness (Table 2 and Figure 8G-H), that measures the 

degree to which the total length of the phylogenetic tree is retained in internal branches, which 

is higher in the Anastrepha dataset, compared to the fraterculus dataset. Despite the presence 

of evolutionary signal, there is a great deal of incongruence across different portions of the 

genome, reflected on the distribution of gCF and sCF values across the genome. We 

investigated that by contrasting the support of the main topology (sC) against the alternatives 

(sD1 and sD2) for each node and plotted the IC (Internode Certainty) index (Table 2). A 

comparison of these estimates with average f4-ratio per gene as a conservative estimate of 

introgression suggested that introgression decreases as you investigate more divergent taxa 

(Table 2). 
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Table 2 – Average values for different evolutionary and population parameters across the whole 

dataset and in each reduced subset. 
 Full 

dataseta 

sgC60_20b sgC60_37 

b 

Sortadate_20c Sortadate_37 

c 

Info_20d Info_37 d 

ωBusted fraterculus 0.1039 0.1774** 0.1442 0.1267 0.1215 0.1436 0.1493 

Saturation fraterculus 0.8161 0.8358 0.8244 0.8005 0.7737 0.8187 0.8697 

Evolutionary rate 

fraterculus 0.0048 0.0035 0.0034* 0.0038 0.0035 0.0058 0.0055 

Treeness fraterculus 0.2875 0.3777** 0.3703*** 0.4216*** 0.3997*** 0.2336 0.2538 

ωBusted Anastrepha 0.289 0.296 0.3292 0.2506 0.2649 0.2413 0.1759 

Saturation Anastrepha 0.0239 0.0215 0.0212 0.0225 0.0207 0.0333*** 0.0324*** 

Evolutionary rate 

Anastrepha 0.3484 0.3672 0.3619 0.3593 0.3553 0.3582 0.363 

Treeness Anastrepha 0.0048 0.0035 0.0034* 0.0038 0.0035 0.0058 0.0055 

IC among all taxa 0.2063 0.2597 0.2745*** 0.2527 0.2619*** 0.1398** 0.1484*** 

IC among species 0.2279 0.3224* 0.3328*** 0.3483* 0.312** 0.1524 0.1783 

IC among species 

groups 0.1504 0.1916 0.1931 0.208 0.2213*** 0.0152*** 0.0178*** 

IC among genera 0.2149 0.2589 0.2492 0.2121 0.227 0.1435* 0.1427*** 

IC phylogenetically 

relevant nodes 0.3913 0.3586*** 0.3603*** 0.3663* 0.3698** 0.4232** 0.417*** 

IC non-

phylogenetically 

relevant nodes 0.3323 0.2986 0.288 0.2883 0.2845 0.3686 0.3603 

f4-ratio 

interpopulations 0.0252 0.0253 0.0253 0.0254 0.0253 

  

f4-ratio closely related 

species 0.0254 0.0288 0.0288 0.0305 0.0305* 0.0149*** 0.0153*** 

f4-ratio among species 

of fraterculus 0.0268 0.0295 0.0293 0.0295 0.0294 0.0195*** 0.0197*** 

f4 distantly related 

species 0.0118 0.0127 0.0127 0.0127 0.0128 0.0094*** 0.0091*** 
a Average values for the Anastrepha dataset for different parameters, unless indicated that values are from the 

fraterculus dataset. Significance values correspond to * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, after BH correction for 

multiple tests.  
b sgC60_20 and sgC60_37 refer to sgC60 sets of 20 and 37 genomic regions that show at least 60% average sCf 

values in phylogenetically relevant nodes (see text) and over 50% average gCf.  
c Sortadate_20 and Sortadate_37 correspond to subsets of 20 and 37 genomic regions, respectively, chosen by a 

process that focuses of on evolutionary rate variation across the topology and bipartition values. 
d Info_20 and Info_37 correspond to subsets of genomic regions defined by loci with largest number of informative 

characters. 
 

 

An analysis of the distribution of evolutionary and populational parameters across the 

three different subsets here chosen to subsample genomic information indicates some 

interesting results. In general, there are two important parameters that are reflected on the 

subsets here chosen, treeness, significantly higher on sgC60 and sortadate subsets, but not the 

info subset, and average IC, which is in general higher for the former two subsets as well, for 

many contrasts, significantly so. Interestingly, both info subsets had on average values of IC 

lower than the average gene on the genome (Table 2 and Figure 8, which also show the average 

values of random subsets of 20 and 37 loci for all attributes here investigated). For almost all 

cases, level of significance increases with the number of genes in the subset, that is, increases 
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when moving from 20 to 37 genes. Interestingly, there is also significant association with 

introgression estimate f4-ratio in info subsets, which is significantly lower than other genes on 

the genome (Table 2 and Figure 9), but this could be a consequence of the absence of several 

population samples, so much so that there is intrapopulational f4-ratio estimate from info. 

 
Figure 9:  Violin plots of values of A) dN/dS, C) Evolutionary rate, E) Saturation and G) Treeness for the 

Anastrepha dataset, and B) dN/dS, D) Evolutionary rate, F) Saturation and H) Treeness for the fraterculus dataset. 

Sets are as follow: all (corresponding Anastrepha or fraterculus dataset), subsets sgC60_20 and sgC60_37, 

sortadate_20, sortadate_37, info_20 and info_37, as well as random sets of 20/37 loci from the whole dataset 

(all_20 and all_37 are resampling of the current datasets, whereas set2023_20 and set2023_37 are resampling of 

the original Congrains et al. 2023 dataset).  

 

4. Discussion 

 

Previously, we created a workflow to identify and align orthologs from different taxa 

that was very useful to infer phylogenetic relationships among different species of Anastrepha 

(Congrains et al. 2023). This is relevant when you consider that this genus is composed of a 

great number of closely related taxa, especially in the fraterculus group, whose divergence 

might even have been influenced by gene flow (Dias et al. 2016; Congrains et al. 2021; Selivon 

et al. 2022; Scally et al. 2016), which complicates inference of their phylogenetic relationships. 

This complexity limits the ability of a reduced set of markers to effectively identify different 

taxa, and affects practical and streamlined applications that would profit from the use of a 
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smaller set which would be cost- and time-effective. In that paper, some of us used the whole 

dataset, as well as a more reduced set of over 100 phylogenetically informative loci to identify 

lineages in the fraterculus group which in general agrees with the current taxonomy (Congrains 

et al. 2023). Here we explore three strategies to identify smaller subsets of markers that would 

remain useful not only for species identification, but also for phylogenetic inference among 

more closely related taxa and even lineages in the A. fraterculus complex. The search for 

minimal gene sets is central to comparative genomics (Koonin et al. 2005), though due to 

current database sizes, they are dependent on phylogenetic scoring across extensive gene sets 

which may introduce biases, as genes vary across time and space in evolutionary and 

populational parameters (Lafond et al. 2018). We tested three approaches to investigate 

phylogenetic relationships by leveraging different phylogenetic and population parameters that 

allowed us to identify subsets which were informative for the purpose of phylogenetic inference 

and lineage identification using either 20 or 37 groups of loci. 

First, it is noteworthy that all three chosen strategies to find phylogenetically 

informative genomic regions for the Anastrepha phylogeny, be it considering 20 or 37 genomic 

regions, produced topologies that were significantly worse than the one produced by the full 

Anastrepha dataset using Shimodaira Hasegawa (SH), weighted SH, Expected Likelihood 

weight or approximately unbiased test (data not shown). Despite these significant differences, 

all three methods chosen to create a smaller subset of genomic regions produced topologies that 

were very similar to the one produced with the full dataset of 3,170 genomic regions (Figures 

9A-C and 10A-C). These subsets correctly depicted basically all deeper relationships as well as 

most of the ones among more closely related taxa. Despite this overall congruence, there are a 

few differences among the different subsets. The subsets Info_20 and Info_37 failed to capture 

phylogenetic information for all samples, even though it produced the same topology for the 

samples for which information was available. It should be noted that these are most likely due 

to the fact that some genomic regions that show large numbers of variable characters were too 

big and had only portions of the gene recaptured for different samples. With that, the topology 

produced from Info_20 and Info_37 failed to place in the final topology at least five species, 

such as A. hadracantha, A. leptozona, A. curitis, A. striata and A. psidivora, as well as other 

specimens in the fraterculus species group. The sample reduction also affected introgression 

estimates, since there was not enough variation on info datasets to estimate intraspecific 

introgression. The topology of the specimens present in the tree, on the other hand, completely 

match the one obtained for the full dataset (Figure 10C). The other strategies produced 

significant phylogenetic information from all samples which was, for most taxa, similar to the 
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topology produced from the whole dataset, with minor differences between a few closely related 

taxa. The tree produced from the sC60_20 and the full dataset showed three main differences, 

one among different samples of A. fraterculus Clade I from Brazil and Argentina, a couple of 

A. fraterculus from West South America (samples from Peru, Ecuador and Colombia), and 

among different samples of A. obliqua, all pertaining to closely related samples. When we 

increased the number to 37 genomic regions there was only one intra-clade difference in A. 

obliqua, immaterial to the final topology. 

 As we mentioned before, we chose to test the reduced subsets of genomic regions using 

only data from the full Anastrepha dataset to investigate the effectiveness of these smaller 

subsets to infer proper phylogenetic relationships across different levels of the phylogenetic 

hierarchy. That is, we tested the effectiveness of these reduced datasets to infer relationships 

among more closely related, as well as among more distantly related taxa, based on the 

comparison with a genome-scale dataset. We should mention though that some of the few 

differences between the topology produced by the full Anastrepha dataset (Figure 2) and the 

fraterculus dataset (Figure 3) is exactly among a few closely related taxa or inside a recognized 

taxon. For example, the position of A. turpiniae along A. fraterculus Clade III, A. fraterculus 

Clade IV and A. fraterculus Clade V, as well as the position of A. obliqua from Colombia, 

which is basal in the full Anastrepha dataset, whereas it is in the middle of other Brazilian 

populations in the fraterculus group dataset. It is interesting that both subset methods, sgC60 

and Sortadate, even with 37 genomic regions, produced topologies changing the position of A. 

obliqua from Colombia and Brazil, whereas the sgC60 with 20 genes also produced different 

topologies for the position of A. turpiniae and these West South American A. fraterculus. These 

incongruences can be clearly seen on the phyparts analyses (Figure 4), since the placing of A. 

fraterculus Clade V along A. turpiniae is supported only by about 5% of the genomic regions, 

whereas about 50% support alternative relationships. 

Even though the subsets were mostly effective at recovering the phylogenetic 

relationships among taxa inferred from the full dataset, which also matched the topology 

previously obtained (Congrains et al. 2023). The different strategies used to identify each subset 

were based on different parameters, but when we investigate these parameters in each subset 

against the whole dataset, not always did we find significant differences between them. The 

Sortadate strategy, for instance, chooses regions that show the lowest evolutionary rate variation 

across different branches combined with the highest bipartition support. The latter was 

estimated considering the topology inferred by the whole Anastrepha dataset from ASTRAL or 

ML. Sortadate subsets (be it with 20 or 37 loci) had basically the average values for all 
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parameters here considered, from dN/dS, IC, evolutionary rates, treeness or introgression, just 

like what we found for the informative subsets. For the latter, we might not have expected it to 

be differentially picking any particular genomic regions, but since Sortadate uses bipartition 

support as one of its parameters, we might have expected it to show on average higher IC values 

than average. In fact, sC60% subsets were the only to show different average values when 

compared to other regions on the genome, for several parameters. In general, sC60% gene 

subset had higher average Internode Certainty (IC), which is not surprising, considering this 

parameter is based on sC values across different nodes, but also higher dN/dS rates estimated 

from more distantly related species (though not significant) and among more closely related 

taxa in the fraterculus dataset. Despite higher values of omega, in general sC60% subset had 

significantly lower evolutionary rates than other genes on the genome. Finally, sC60% also had 

marginally significantly higher f4-ratio estimates, indicating that in general these genes seem 

to show higher rates of introgression compared to other regions of the genome. 

The combination of higher dN/dS values and, lower evolutionary rates found on the 

sgC60 and Sortadate subsets may seem counterintuitive. It should be mentioned that even these 

higher dN/dS than average still suggest a preponderance of purifying selection (dN/dS < 0.2), 

which is common across protein coding genes (Kimura, 1977; Dukler et al. 2022). It does 

suggest that there might be a disproportionate representation of non-synonymous changes in 

sgC60 subsets, compared to other changes. This could be a consequence of sexual selection 

driving rapid evolution, for instance in sex-related genes, but a cursory Gene Ontology analysis 

performed on these subsets failed to find significant enrichment (data now shown), though this 

could be due to the reduced number of genomic regions present. This pattern could also be due 

to adaptive evolution driving the differentiation of multiple clades, for instance, as adaptation 

to different hosts or environmental conditions. The direct impact of selection is very difficult 

to identify in closely related taxa because it is difficult to separate the polymorphisms still 

segregating at the population level from the ones being fixed by selection, a process that is 

highly impacted by stochastic and populational processes (Kryazhimskiy and Plotkin, 2008). 

Furthermore, in some instances, even a few evolutionary changes may have a significant 

adaptive impact, but that signal may be overwhelmed by the general purifying selection acting 

on the rest of the proteins (Bloom, 2017; Suzuki and Gojobori, 1999). Some studies have shown 

that few, or even a single non-synonymous change may have important adaptive impact, such 

as adaptation to different hosts (Lang et al. 2012; Dworkin and Jones, 2009), resistance to 

infestation (Shi et al. 2022; Schmelz et al. 2012) or changes in aposematic coloration (Rosser 

et al. 2024; Jay et al. 2018), that could be preferably moved across different lineages. Patterns 
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like that could help explain why you would see these patterns also associated with higher f4-

ratio values, if these regions would be actively involved with the adaptation. 

The general pattern of phylogenetic incongruence among different regions across the 

genome may be a consequence of differential responses to adaptation, as we indicate above, but 

most often is a consequence of other processes as well, such as ancestral lineage sorting, or the 

segregation of ancestral polymorphism caused by stochastic processes, and introgression, or the 

gene exchange among diverging lineages or species (Steenwyk et al. 2023; Mirarab et al. 2021; 

Edwards et al. 2016). Several studies have shown that a combination of these two processes 

may be the best combination to explain high values of phylogenetic incongruence across the 

genome, and it is not the purpose of this exercise to investigate this further here. It is the 

combination of these different processes, segregation of ancestral polymorphism, introgression 

and adaptive sieving, which complicates phylogenetic inferences in Anastrepha in general, and 

species in the fraterculus group in particular. A few studies have suggested that individual traits, 

such as morphology or behavior, or a few loci, in some cases even a single locus, such as COI 

or ITS, might be informative to study variation across Anastrepha (Prezotto et al. 2019; mith-

Caldas et al. 2001; Sutton et al. 2015). Even though these markers in general may be effective 

to investigate part of the variation across the genus, and even help differentiate several species, 

our studies have indicated that they alone fail to capture the whole scenario, exactly because of 

the complexity of evolutionary and population processes that have shaped these species 

histories (Congrains et al. 2023).  

It is important to reinforce that the purpose of this exercise was to find subsets of 

genomic regions that were effective at separating different lineages that could correspond to 

different species/taxa, and this was exactly what was achieved. Considering that several of these 

taxa diverged recently in the presence of gene flow (Congrains et al. 2023; Prezotto et al. 2019; 

Scally et al. 2016), and several samples here studied belong to the same species, there should 

be no expectation that consistent topological congruence would be found across the genome, 

exactly because these are populational samples that are still experiencing all evolutionary 

forces, such as the balance between gene flow, drift and selection, among other forces that shape 

intra and interpopulational variation. The identification of genes that account for evolutionary 

processes such as introgression, gene flow, and hybridization is critical for clarifying 

phylogenetic relationships among closely related and cryptic species. Genome-wide scans for 

“barcode” loci are increasingly used to find informative loci. For Anastrepha, this task is 

challenging due to their adaptation to diverse sets of hosts and environments (Norrbom et al. 

2018; Zucchi, 1988; Zucchi, 2000), which in other Tephritid species have proved complex to 
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study (Egan et al. 2015; Feder et al. 2014), as well as other complex populational processes, 

such as asymmetric gene flow observed in some species (Congrains et al. 2023; Díaz et al. 

2018). Understanding how introgression influences speciation and hybridization aids in 

elucidating adaptive processes and the spatial and biological boundaries of species (Hedrick, 

2013; Harrison and Larson, 2014) demand broader sampling not only of specimens from 

different localities and species, but also across the genome.  

Finally, the analysis of sets of orthologs, followed by their reduction to smaller subsets 

of genes with phylogenetic potential, goes beyond an academic exercise. The genus Anastrepha 

includes many pest species that cause significant damage to fruit crops of great commercial 

value. Developing genetic markers for identifying these species offers a promising tool that can 

complement or even replace traditional morphometric methods. This is even more important, 

considering the preeminence of the use or morphometric data on adult females for proper 

identification of different taxa in the genus, even among more closely related species (Norrbom, 

et al. 2018; 2000). This approach can speed up and improve identification, allowing for more 

efficient and targeted control. Additionally, these strategies may enable the use of species-

specific management strategies which can reduce the costs of insecticides and other expensive, 

environmentally harmful methods, promoting more sustainable solutions for producers. 

The phylogenetic investigation of Anastrepha fruit flies here conducted, not only added 

substantial knowledge to the evolutionary patterns associated with their differentiation, but 

particularly provided tools that can be effectively employed in discriminating lineages of 

species whose determination still poses significant challenges. The subsets here produced 

provide a promising tool to further studies on this group, and help in the control of potential 

important pests, while underscoring the relevance of analyzing potentially relevant subsets of 

genes as potential phylogenetic markers for the study of evolutionary relationships among 

species of the genus Anastrepha.  
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Supplementary Figures 

 

 

 

 
 

Supplementary Figure1: iqtree inference produced from diferente concatenated sets of genes. 

A) all3 179 genes. B) 20 highests C>60%, C) 20 highest genes inferred from Sortadate; D) 20 

genes with highest number of informative characters (ASTRAL). 
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Supplementary Figure 2: iqtree inference produced from diferente concatenated sets of genes. 

A) all 3179 genes. B) 37 highests C>60%, C) 37 highest genes inferred from Sortadate; D) 37 

genes with highest number of informative characters (ASTRAL). 
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Supplementary Figure 5: Summary of concordance and conflict inferred on Astral and plotted 

with Phyparts and Phypartspiecharts Against the Astral 3179 genes tree. A) all 3179 genes. B) 

20 highests C>60%, C) 20 highest genes inferred from Sortadate; D) 20 genes with highest 

number of informative characters (ASTRAL). Values on nodes are number sof genes 

supporting that node, where as colors reflect that number in the scale on the left. 
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Supplementary Figure 6: Summary of concordance and conflictin ferred on Astral and plotted with 

Phyparts and Phypartspiecharts Against the Astral 3179 genes tree. A) all 3179 genes. B) 37 highests 

C>60%, C) 37 highest genes inferred from Sortadate; D) 37 genes with high est number of informative 

characters (ASTRAL). Values on nodes are numbers of genes supporting that node, where as colors 

reflect that number in the scale on the left. 
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Suppl. Figure 4. Species tree inferred from the Anastrepha dataset indicating which clades were 

considered as surrogate indicators of phylogenetic information at different hierarchical levels. Red 

arrows indicate nodes that separate genera, Green arrows indicate nodes that separate species groups, 

whereas blue arrows indicate nodes that separate species. 
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Suppl. Figure 6: Distribution of phylogenetic saturation inferred from the fraterculus and Anastrepha 

data sets across the genome, using A.ludens genome as reference. 

 

 
Suppl. Figure 7:Distribution of evolutionary rates inferred from the fraterculus and Anastrepha datasets 

across the genome, using A.ludens genome as reference.
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 A_striata A_fraterculus_VI A_turpiniae A_fraterculus_III 

 A_striata A_suspensa A_turpiniae A_fraterculus_III 

 A_striata A_fraterculus_I A_turpiniae A_fraterculus_III 

 A_striata A_obliqua A_turpiniae A_fraterculus_III 

 A_striata A_fraterculus_II A_turpiniae A_fraterculus_III 
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out_tur_fratIII outgroup  A_distincta A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_ludens A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_fraterculus_VI A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_suspensa A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_fraterculus_I A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_obliqua A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_fraterculus_II A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_psidivora A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_striata A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_pseudoparallela A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_grandis A_turpiniae A_fraterculus_III 

Suppl. Table 2 – List of set used to estimate introgression per loci. Species I and II are 

sister species, based on a species tree derived from Figure 1 tree, and test species are used 

to estimate deviations from ABBA-BABA expectations, considering different outgroups. 

Outgroups represent any of the outgroup Tephritid species indicated in the text, or the 

Anastrepha species indicated below. Introgression f4-ratio estimates are averaged over 

all informative contrasts for each loci. 
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 outgroup  A_serpentina A_turpiniae A_fraterculus_III 

 outgroup  A_leptozona A_turpiniae A_fraterculus_III 

  outgroup  A_hadracantha A_turpiniae A_fraterculus_III 

            

            

Set outgroup test Species I Species II 

str_fratIV_fratIII A_striata A_distincta A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_striata A_ludens A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_striata A_fraterculus_VI A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_striata A_suspensa A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_striata A_fraterculus_I A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_striata A_obliqua A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_striata A_fraterculus_II A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

  A_striata A_psidivora A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

lep_fratIV_fratIII A_leptozona A_distincta A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_ludens A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_fraterculus_VI A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_suspensa A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_fraterculus_I A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_obliqua A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_fraterculus_II A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_psidivora A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_striata A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_pseudoparallela A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_grandis A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

  A_leptozona A_serpentina A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

out_fratIV_fratIII outgroup  A_distincta A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_ludens A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_fraterculus_VI A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_suspensa A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_fraterculus_I A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 
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 outgroup  A_obliqua A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_fraterculus_II A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_psidivora A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_striata A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_pseudoparallela A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_grandis A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_serpentina A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

 outgroup  A_leptozona A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

  outgroup  A_hadracantha A_fraterculus_IV A_fraterculus_III 

str_fratVI_fratIII A_striata A_suspensa A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_striata A_fraterculus_I A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_striata A_obliqua A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_striata A_fraterculus_II A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

  A_striata A_psidivora A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

     
 

      

     
 

      

Set outgroup test Species I Species II 

lep_fratVI_fratIII A_leptozona A_suspensa A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_fraterculus_I A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_obliqua A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_fraterculus_II A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_psidivora A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_striata A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_pseudoparallela A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 A_leptozona A_grandis A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

  A_leptozona A_serpentina A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

out_fratVI_fratIII outgroup  A_suspensa A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 outgroup  A_fraterculus_I A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 outgroup  A_obliqua A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 
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 outgroup  A_fraterculus_II A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 outgroup  A_psidivora A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 outgroup  A_striata A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 outgroup  A_pseudoparallela A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 outgroup  A_grandis A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 outgroup  A_serpentina A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

 outgroup  A_leptozona A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

  outgroup  A_hadracantha A_fraterculus_VI A_fraterculus_III 

out_fratIII_fratI outgroup  A_obliqua A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

 outgroup  A_fraterculus_II A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

 outgroup  A_fraterculus_VII A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

 outgroup  A_psidivora A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

 outgroup  A_striata A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

 outgroup  A_pseudoparallela A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

 outgroup  A_grandis A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

 outgroup  A_serpentina A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

 outgroup  A_leptozona A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

  outgroup  A_hadracantha A_fraterculus_III A_fraterculus_I 

out_fratIV_fratI outgroup  A_obliqua A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

 outgroup  A_fraterculus_II A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

 outgroup  A_fraterculus_VII A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

 outgroup  A_psidivora A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

 outgroup  A_striata A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

 outgroup  A_pseudoparallela A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

 outgroup  A_grandis A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

 outgroup  A_serpentina A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

 outgroup  A_leptozona A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

  outgroup  A_hadracantha A_fraterculus_IV A_fraterculus_I 

     
 

      

Set outgroup test Species I Species II 
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out_tur_fratIIIa outgroup  A_fraterculus_II A_turpiniae A_fraterculus_III 

  outgroup  A_fraterculus_VII A_turpiniae A_fraterculus_III 

out_fratII_fratI outgroup  A_psidivora A_fraterculus_II A_fraterculus_I 

 outgroup  A_striata A_fraterculus_II A_fraterculus_I 

 outgroup  A_pseudoparallela A_fraterculus_II A_fraterculus_I 

 outgroup  A_grandis A_fraterculus_II A_fraterculus_I 

 outgroup  A_serpentina A_fraterculus_II A_fraterculus_I 

 outgroup  A_leptozona A_fraterculus_II A_fraterculus_I 

  outgroup  A_hadracantha A_fraterculus_II A_fraterculus_I 

out_fratII_obli outgroup  A_turpiniae A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_fraterculus_III A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_fraterculus_IV A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_distincta A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_ludens A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_fraterculus_VI A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_psidivora A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_striata A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_pseudoparallela A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_grandis A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_serpentina A_fraterculus_II A_obliqua 

 outgroup  A_leptozona A_fraterculus_II A_obliqua 

  outgroup  A_hadracantha A_fraterculus_II A_obliqua 

out_fratVII_obli outgroup  A_psidivora A_fraterculus_VII A_obliqua 

 outgroup  A_striata A_fraterculus_VII A_obliqua 

 outgroup  A_pseudoparallela A_fraterculus_VII A_obliqua 

 outgroup  A_grandis A_fraterculus_VII A_obliqua 

 outgroup  A_serpentina A_fraterculus_VII A_obliqua 

 outgroup  A_leptozona A_fraterculus_VII A_obliqua 

  outgroup  A_hadracantha A_fraterculus_VII A_obliqua 

out_fratVI_fratI outgroup  A_fraterculus_II A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 

 outgroup  A_fraterculus_VII A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 
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 outgroup  A_obliqua A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 

 outgroup  A_psidivora A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 

 outgroup  A_striata A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 

 outgroup  A_pseudoparallela A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 

 outgroup  A_grandis A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 

 outgroup  A_serpentina A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 

 outgroup  A_leptozona A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 

  outgroup  A_hadracantha A_fraterculus_VI A_fraterculus_I 

            

     
 

      

            

 

 

 

 

 

 


