GUILHERME SCHNELL E SCHUHLI

SEQUENCIAS DE DNA MITOCONDRIAIS E NUCLEARES APLICADAS A
FILOGENIA DE MUSCIDAE (DIPTERA)

Curitiba

2005

Tese apresentada a Coordenacgdo do
Curso de Po6s-Graduagdo em Ciéncias
Biolégicas, Area de concentragio em
Entomologia, da Universidade Federal
do Parana, como requisito parcial para
a obtengdo do Titulo de Doutor em
Ciéncias.



GUILHERME SCHNELL E SCHUHLI

“SEQUENCIAS DE DNA MITOCONDRIAIS E NUCLEARES APLICADAS A
FILOGENIA DE MUSCIDAE (DIPTERA)."

Tese aprovada como requisito parcial para obteng&o do grau de “Doutor em
Ciéncias”, no Programa de Pos-graduacao em Ciéncias Biologicas, Area de
Concentracdo em Entomologia, da Universidade Federal do Parana, pela
Comissag formada pelos professores:

U o

SN
Prof. Dr. Claudjo\José rre!s de Carvalho (Orientador)

UFPR

//V (ozare

Profa. Dra. Mércia Souto Couri
MN/UFRJ

-

Prof. Dr. Wal
‘ @’Q
Prof. Dr Gabrlel gusto Rodrigues de Melo
UFPR

Curitiba, 23 de fevereiro de 2005.



Los Enigmas

Me habeis preguntado que hila el crustaceo

entre sus patas de oro

y o0s respondo: El mar lo sabe.

Me decis, que espera la ascidia en su campana
trasparente? Que espera?

Yo os digo, espera como vosotros el tiempo.

Me preguntais: a quien alcanza el abrazo del alga
Macrocustis?

Indagadlo, indagadlo a cierta hora, en cierto mar
que conozco.

Sin duda me preguntareis por el marfil maldito
del narwhal, para que yo os conteste

de que modo el unicornio marino agoniza
arponeado.

Me preguntais tal vez por las plumas alcionarias
que tiemblan

en los puros origenes de la marca austral?

Y sobre la construccion cristalina del polipo
habeis barajado, sin duda,

una pregunta mas, desgranandola ahora?

Quereis saber la electrica materia de las puas
del fondo?

La armada estalactita que camina

quebrandose?

El anzuelo del pez pescador, la musica extendida?
en la profundidad como un hilo de agua?

Yo os quiero decir que esto lo sabe el mar,

que la vida en sus arcas

es ancha como la arena, innumerable y pura

y entre las uvas sanguinarias el tiempo ha pulido
la dureza de un petalo, la luz de la medusa

y ha desgranado el ramo de sus hebras de corales
desde una cornucopia de nacar infinito.

Yo no soy sino la red vacia que adelanta
ojos humanos, muertos en aquellas tinieblas,
dedos acostumbrados al triangulo, medidas
de un timido hemisferio de naranja.

Anduve como vosotros escarbando

la estrella interminable,

y en mi red, en la noche, me desperte desnudo,
unica presa, pez encerrado en el viento.

Pablo Neruda

Cantos Generales, 1950.



“Nature 1s mortal; we shall outlive her. When all the suns and nebulae have

passed away, each one of you will still be alive. Nature is only the image, the
symbol; but it is the symbol Scritpures invites me to use. We are summoned
to pass in through nature, beyond her, into that splendour wich she fitfully
reflects. And in there, in beyond nature, we shall eat of the tree of life.”

C.S. Lewis

Transpositions and others address, 1949.
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Prefacio

Poucos trabalhos examinaram a histéria filogenética da familia Muscidae através de
uma metodologia filogenética. A segunda proposta de classificacido da familia apresentada
por Hennig (1965) foi a primeira a aplicar sua teoria de 1950 na classificagdo dos
muscideos. Willi Hennig utilizou caracteres da disposi¢do de cerdas da cabega e
principalmente caracteres da estrutura do ovipositor para a constru¢do de uma hipotese
filogenética para a familia. Skidmore (1985) apresentou um detalhado estudo das formas
imaturas propondo uma organizag¢do taxondomica para Muscidae. O primeiro trabalho a fazer
uso de uma metodologia filogenética numérica para a investigagdo da historia evolutiva dos
muscideos foi o trabalho de Carvalho (1989). Carvalho analisou 27 géneros e 35 caracteres,
a maioria destes retirados da estrutura do ovipositor. A matriz de caracteres do trabalho de
Carvalho (1989) também incluia caracteres de probdscide. Recentemente Couri e Carvalho
(2003) apresentaram um trabalho sobre o relacionamento sistematico entre os géneros
Philornis e Passeromyia. Para tanto analisaram, através de uma abordagem filogenética
numérica, 28 géneros de Muscidae representando sete subfamilias. A matriz de dados
construida para tal estudo incluiu caracteres diversificados incorporando até mesmo
caracteres de biologia.

Em decorréncia deste cenario de poucos estudos filogenéticos para Muscidae ainda
persistem debates sobre a validade taxondmica de diversas subfamilias assim como sobre
seu posicionamento sistematico dentro do universo da familia. Muitas espécies ainda sdo
conhecidas unicamente de descrigdes originais ou somente de formas adultas, fato que
dificulta o entendimento de caracteres importantes para a familia (Carvalho 2002). Poucos
conjuntos de caracteres puderam ser examinados como conseqiiéncia deste pequeno niumero
de trabalhos cladisticos sendo predominantes os caracteres do ovipositor. Este diagnostico
enfatiza a necessidade de inclusdo de novos caracteres de diferentes conjuntos amostrais
para um teste mais consistente das homologias que sustentam os principais grupos de
Muscidae. Esta necessidade ja havia sido observada por Carvalho em seu trabalho de 1989 e
¢é notavel nas diferentes topologias apresentadas nos estudos.

O presente trabalho acrescentou 1085 caracteres significativos para a analise de

parcimonia (PI) da familia Muscidae. Estes caracteres foram obtidos de quatro genes



distintos, provenientes de dois conjuntos gendmicos diferentes (mitocondrial e nuclear).
Este grande niimero de caracteres, caracteristico de abordagens moleculares (ver Moritz e
Hillis 1987) originarios de diferentes conjuntos possibilita um novo nivel de analise
conhecido como meta-analise (Glass 1976). Através desta, os diferentes desempenhos dos
conjuntos de caracteres podem ser confrontados com o desempenho da evidéncia total. A
meta-analise permite a avaliagdo qualitativa dos caracteres informando sobre sua adequagido
para a defini¢do de determinados grupamentos. Através da meta-analise € possivel avaliar
qualitativamente os caracteres utilizados na construcgdo da filogenia.

Além da filogenia da familia, que pode ser hipotetisada através de um numero muito
maior de caracteres, estes dois conjuntos de dados permitiram comparagdes entre o
desempenho particular de cada gene no resgate das relagdes historicas entre espécies,
géneros, subfamilias e até mesmo familias. Caracteristicas de adequagdo destes genes a
origem dos grupos amostrados puderam ser avaliadas através desta comparagdo conciliando
informagdes de outros estudos onde estes caracteres ja foram utilizados. Diversos aspectos
dos caracteres morfologicos utilizados para a defini¢do dos grupos puderam ser revistos na
compara¢do com os resultados provenientes da analise molecular.

Neste sentido, o trabalho apresenta um segundo nivel de importancia oferecendo
subsidios fundamentais para estudos posteriores como a tecnologia de amplificacdo que
envolve o longo trabalho de desenvolvimento e adequagdo de primers e programas de
amplifica¢do de seqiiéncias adequadas a este nivel taxondmico; a percep¢do dos grupos que
necessitam de amostragem mais intensa; a descri¢do da adequacdo dos diferentes genes
utilizados e dos critérios aplicados; a publica¢io de sequiéncias que permitam o alinhamento
de novos taxons. Traz tabém importantes discussdes teoricas sobre a metodologia aplicada
ao tratamento dos dados. Exemplo disto € a discussdo sobre a validade da combinagdo de
diferentes conjuntos de dados frente a um teste significativo de ILD (Incongruence Length
Difference, ILD - Farris et al. 1994).

Este trabalho foi desenvolvido em conjunto com a Universidade Estadual da
Carolina do Norte (NCSU), Raleigh, Estados Unidos da América através do financiamento
da Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES em uma bolsa
do Programa de Doutorado com Estagio no Exterior - PDEE. O trabalho no laboratorio de

Sistematica Molecular da NCSU permitiu a elaboragdo de dois trabalhos de aplicagdo de



sistematica molecular em Muscidae. Cada um destes trabalhos sera apresentado em um
capitulo desta tese, assumindo o formato particular do periddico a que esta sendo submetido.

O primeiro capitulo apresenta a controversa discussdo sobre o posicionamento
sistematico do género Ophyra entre os demais muscideos, particularmente em relagdo ao
género Hydrotaea. Pont (1986) e Vockeroth (1996) consideraram os dois géneros como
sindnimos em contraste com visdo de outros pesquisadores como Albuquerque (1958),
Hennig (1965), Pamplona e Cour1 (1989). A analise filogenética de maxima parcimdnia
revelou um novo posicionamento para Ophyra e a distinguiu do género Hydrotaea com bons
valores de suporte. O trabalho € significativo na indica¢do de um posicionamento em
Muscinae para Ophyra (corroborando a hipotese de Hennig 1965) e na apresentagdo de
novos caracteres (os genes CAD, Citocromo Oxidase I e II — COI e COII e Fator de
alongamento -1oc - EF-1oc) sendo aplicados na filogenia de Muscidae.

O segundo capitulo reune todas as espécies seqienciadas em analises individuais e
combinadas das seqiiéncias dos dois genes mitocondriais, COI e COII e dos dois genes
nucleares, CAD e EF-1oc. Foram amostradas 28 espécies de Muscoidea: duas espécies de
Anthomyiidae; uma espécie de Fanniidae; uma espécie de Scathophagidae; e 24 espécies de
Muscidae representando 18 géneros e 6 subfamilias. Para estas espécies, foram analisados
2989 caracteres (1085 PI) em uma analise representativa da familia Muscidae. A analise
empregou a maxima parcimonia, a maxima verossimilhanga e a inferéncia bayesiana como
critérios de avaliagdo dos caracteres. Os resultados foram congruentes indicando a monofilia
de Muscidae através das espécies amostradas. A avaliagdo dos genes utilizados,
particularmente de CAD, indica uma origem mais antiga para a familia do que a proposta
por Michelsen (1991) e Pont e Carvalho (1997).

Em anexo, o trabalho inclui a publicagdo do artigo do primeiro capitulo, uma midia
eletronica contendo os arquivos a serem disponibilizados através da internet (matriz no

formato Nexus e Phylip e alinhamento no formato NBRF).
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“Vocé muitas vezes encontra na natureza
personagens tdo extravagantes que um poeta
prudente ndo se aventuraria a coloca-las no

palco™
Lorde Chesterfield

“The caterpillar and Alice looked at each
other for some time in silence: at last the
Caterpillar took the hookah out of his mouth,
and addressed her in a languid, sleepy voice.

‘Who are you?’ said the Caterpillar”
Lewis Carroll



Sobre o status taxonémico de Ophyra Robineau-Desvoidy (Muscidae):

uma abordagem molecular.

Abstract

The muscid genus Ophyra has long been the subject of debate over its placement within the
higher-level classification of the family. However, a phylogenetic study has never been
conducted that would clarify its systematic position. In the present paper, phylogenetic
relationships are examined between Ophyra albuquerquei and related muscid genera. The
mitochondrial genes Cytochrome Oxidase subunit I and II were used combined with the
nuclear genes CAD and Elongation Factor - 1o to compose a matrix with 2898 characters
(716 parsimony informative). These characters were analyzed under parsimony resulting in
a single most parsimonious tree. Contrary to some recent classifications, our molecular data
suggest the placement of Ophyra within the Muscinae, in a separate position from the

azeliine genus Hydrotaea.

Key words: Ophyra, Hydrotaea, Muscidae, molecular systematics, CAD, Elongation Factor

1 - a, Cytochrome Oxidase subunit I and II.

Introducio

Ophyra Robineau-Desvoidy, um pequeno género de Muscidae com cerca de 20 espécies,
encontram-se distribuidas mundialmente nas regides de clima quente. Algumas de suas
espécies, como O. chalcogaster (Wiedemann), tém sido transportadas por atividade
antropica para muitos paises. Outras espécies, como O. aenescens (Wiedemann), tém sido
utilizadas como agentes de controle biologico de Musca domestica L. (ver Skidmore 1985
para maiores detalhes).

A posigido taxondémica de Ophyra tém sido objeto de debate desde sua descrigdo
original. Em algumas classificagdes recentes, varios caracteres morfologicos tém sido

empregados para justificar posicionamentos alternativos entre as subfamilias de Muscidae



(Hennig 1965, Skidmore 1985, Carvalho e Couri 2002). No presente estudo, apresentamos
novas evidéncias baseadas em seqiiéncias de nucleotideos de genes nucleares e
mitocondriais para o esclarecimento do status e do posicionamento taxondmico de Ophyra
albuquerquei. Nossos dados moleculares sugerem o posicionamento de Ophyra

albuquerquei dentro de Muscinae, em uma posi¢do bastante distinta do género Hydrotaea.

Ophyra Robineau-Desvoidy: Historia Taxonémica

Na curta descrigdo do género, Robineau-Desvoidy (1830) posicionou Ophyra nos “Aricines
Littorales” ou “Aquatiques”. Posteriormente, Macquart (1835) considerou Ophyra como
parte da Sec¢do Anthomyzides de Diptera. Wulp (1896) posicionou Ophyra em
Anthomyiinae.

Os estudos dos espécimes do Museu Britinico amostrados de diversas regides do
mundo conduziram Malloch (1923) ao posicionamento de Ophyra na subfamilia Phaoniinae
(Muscidae). No mesmo estudo, Malloch publicou uma chave para machos e fémeas de cinco
espécies.

Alternativamente, Séguy (1923) posicionou o género no grupo Aricinae, Muscidae,
porém mais tarde adotou a visdo de Malloch (1923) posicionando-o como um Phaoniinae
em sua diagnose, em sua chave e em suas observagdes biologicas (Séguy 1937). Aldrich
(1928) posicionou Ophyra dentro de sua concepgdo de Anthomyiidae.

Emden (1943) concordou com o posicionamento de Ophyra dentro de Phaoniinae
(Malloch 1923, Séguy 1937) incluindo o género em seu grupo Phaonia dentro dos
Phaoniinae da Etidpia. Emden (1943) propos o relacionamento filogenético entre os géneros
Ophyra e Hydrotaea Robineau-Desvoidy, 1830 como um grupamento proximo de seu grupo
Limnophora, baseado na presenga de uma seta posterodorsal na tibia posterior. O mesmo
autor prop0s também que caracteristicas de Ophyra e Hydrotaea forneciam evidéncias de
uma conexao entre o grupo Limnophora, seus géneros proximos e os Fanniinae. Emden
(1943) enfatizou a importancia taxondmica do compartilhamento da seta posterodorsal na

tibia posterior entre Ophyra, Hydrotaea e Phaonia



Mais tarde, Albuquerque (1958) chamou atengio para as diferengas entre os adultos
de Ophyra e Hydrotaea. Hennig (1965) considerou ambos os géneros como Muscinae,
Hydrotaeini citando como evidéncias homologias na formagdo do plastron no ovo. Estes
caracteres de desenvolvimento do ovo foram também considerados evidéncias de que
Ophyra e Hydrotaea eram, dentre os Hydrotaeini, provavelmente os taxons mais
proximamente relacionados de Muscini. No mesmo trabalho, Hennig (1965) apresentou
Hydrotaea como um género monofilético baseado em caracteristicas do fémur do macho.

A classificagdo de Hennig (1965) foi mantida por Pont (1972) em seu catalogo dos
Muscidae Neotropicais. Um ano depois, Pont (1973) publicou uma revisdo das familias
australianas de Muscinae e Stomoxyinae, incluindo Ophyra em Muscinae. Pont (1972)
também revisou a literatura existente para Ophyra para todas as regides biogeograficas e
forneceu uma chave, redescrigdo e algumas notas sobre trés espécies australianas. Alguns
anos depois, em seus catalogos de Muscidae da Regido Oriental e Afrotropical, Pont (1977,
1980) permaneceu na proposta de Hennig (1965) onde Ophyra e Hydrotaea séo
posicionados em uma tribo distinta dentro de Muscinae, os Hydrotaeini. Skidmore (1985)
considerou Ophyra como Azeliinae-Hydrotaeini juntamente de outros géneros baseado
principalmente em caracteres de estagios imaturos. Skidmore (1985) também discutiu as
evidéncias do suporte de uma relagio filogenética proxima entre Ophyra e Hydrotaea.

Pont (1986), em seu catalogo dos Muscidae palearticos, apresentou Ophyra como um
sindnimo junior de Hydrotaea (Azeliini). Esta visdo foi mantida em seu catilogo de
Muscidae da Australasia e regides da Oceania (Pont 1989).

Na mesma época, Pamplona e Couri (1989) publicaram uma revisdo das espécies
Neotropicais de Ophyra, apresentando sinonimia, redescri¢des e uma chave para espécies.

A arvore filogenética para Muscidae publicada por Carvalho (1989) coloca
Hydrotaea em Azeliini, no entanto, Ophyra néo foi incluida nesta analise. Carvalho er al.
(1993), baseado em sua analise filogenética prévia de Muscidae, manteve Ophyra e
Hydrotaea como Azeliini em seu catalogo Neotropical, corroborando a proposta de
Skidmore (1985). Mais recentmente, Vockeroth (1996) ndo reconheceu Ophyra como um
género valido, considerando-o sinénimo junior de Hydrotaea seguindo a proposta de Pont
(1986, 1989). Apesar destas consideragdes, Carvalho e Couri (2002) reconheceram Ophyra

e Hydrotaea como géneros distintos dentro de Azeliini.
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Materiais e métodos

Amostragem dos tdxons

Moscas adultas foram coletadas entre janeiro de 2001 e agosto de 2002. Em todos os casos,
os adultos foram preservados em etanol 95-100% e armazenados em -20°C. Grupos externos
foram obtidos da cole¢do do Laboratorio de Sistematica Molecular, Universidade Estadual
da Carolina do Norte (North Carolina State University - NCSU). Treze espécies foram
incluidas na analise sistematica molecular, incluindo 11 Muscidae mais 1 Scathophagidae e
1 Anthomyiidae como grupo externo (Tabela 1). Todas as sequiéncias foram obtidas de um
unico espécime. As sequéncias de Musca domestica foram obtidas do GenBank e seus
numeros de acesso encontram-se especificados na Tabela 2. Espécimes coespecificos do
mesmo local e com a mesma data de coleta foram mantidos como vouchers assim como
qualquer parte restante dos espécimes cujo material genético foi extraido. Os vouchers
encontram-se depositados na Colecdo Entomologica Pe. Jesus Santiago Moure - DZUP do
Departamento de Zoologia, Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR - Brasil. A Tabela

2 apresenta o numero de acesso para cada sequéncia de DNA utilizada em nossa analise.
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TABELA 1. Espécies utilizadas na analise, sexo, procedéncia, data de coleta, coletor. NC -

Carolina do Norte; PR - Parana; RS - Rio Grande do Sul.

Especies Sexo Procedéncia Data Coletor
Hylemya sp. macho Smoky Mountain, NC, Estados Unidos 28.1IV.01 Wiegmann, B.M.
Scathophaga stercoraria macho Mt. Mitchell, NC, Estados Unidos 14.viii.96 Wiegmann, B.M.
Biopyrellia bipuncta macho Chapada, RS, Brasil 28.1v.00 Lorini, L.M.
Helina lasiophtalma fémea Oxford, Reino Unido ix.02 Pont, A.C.
Hydrotaea sp. macho Passo Fundo, RS, Brasil 10.x1.00 Lorini, L.M.
Morellia ochrichornis macho Chapada, RS, Brasil 28.iv.00 Lorini, L.M.
Movellia xanthoptera fémea Morretes, PR, Brasil 21-27.ix.01  Schiihli, G.S.
Ophyra albuquerquei macho Passo Fundo, RS, Brasil 10.x1.00 Lorini, L.M.
Phaonia tuguriorum macho Oxford, Reino Unido ix.02 Pont, A.C.
Philornis blanchardi macho Chapada, RS, Brasil 13.x1.00 Lorini, L.M.
Polietina nigra fémea Morretes, PR, Brasil 5-23.1.02 Schiihli, G.S.
Stomoxys calcitrans fémea  Anita Garibaldi, RS, Brasil 26.i1.02 Lorini, L.M.

TABELA 2. Espécies utilizadas na analise e seus respectivos nimeros de acesso do
GenBank para cada sequéncia utilizada: CAD, EF-1c - Fator de Alongamento - 1 alfa, COI
— Citocromo Oxidase subunidade I, tRNA-Leu and COII - tRNA Leucina e Citocromo
Oxidase subunidade II.

Taxon COI COI TRNA-leu e EF-10L CAD
COII

Hylemya sp. AJ617702 AJ623305  AJ627903 AJ605071 AJ605059
Scathophaga stercoraria AJ617694 AJ623297  AJ627895 AJ605063 AJ605051
Biopyrellia bipuncta AJ617695 AJ623298  AJ627896 AJ605064 AJ605052
Helina lasiophthalma AJ617698 AJ623301  AJ627899 AJ605067 AJ605055
Hydrotaea sp. AJ617692 AJ623295  AJ627893 AJ605061 AJ605049
Morellia ochricornis AJ617697 AJ623300  AJ627898 AJ605066 AJ605054
Morellia xanthoptera AJ617696 AJ623299  AJ627897 AJ605065 AJ605053
Musca domestica AF259518 AF104622 AF104622  AF503149  AY280689
Ophyra albuquerquei AJ617701 AJ623304  AJ627902 AJ605070 AJ605058
Phaonia tuguriorum AJ617700 AJ623303  AJ627901 AJ605069 AJ605057
Philornis blanchardi AJ617699 AJ623302  AJ627900 AJ605068 AJ605056
Polietina nigra AJ617691 AJ623294  AJ627892 AJ605060 AJ605048

Stomoxys calcitrans AJ617693 AJ623296  AJ627894 AJ605062 AJ605050
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Meérodos laboratoriais

DNA genomico foi extraido dos espécimes preservados em alcool por homogeneizagdo das
moscas inteiras aplicando um protocolo de extragdo baseado em SDS/proteinase K (50mM
Tris, pH 8.0; S0mM EDTA, pH 8.0; 2% SDS, 75SmM NaCl; S0mM Sacarose; 100mg de
proteinase K). As amostras foram homogeneizadas em 700 al de buffer de lise, aquecidas
em uma placa térmica a 55°C por um intervalo de 6-24 horas e extraidas duas vezes: uma
com 1x seu volume com a mistura fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) (Sigma-
Aldrich) e outra com 1x seu volume com a mistura cloroférmio: alcool isoamilico (24:1).
Foi adicionado um décimo do volume de acetato de s6dio 3M e 1x o volume de isopropanol
gelado (-20°C) a fase aquosa da segunda extracdo para a precipitagio do DNA. Este DNA
precipitado foi peletizado através de microcentrifugagio. O DNA foi lavado com 1ml de
etanol 70% e 95%, secado, ressuspenso em 100al de TE e armazenado em -80°C. Em
poucos casos onde somente um espécime encontrava-se disponivel, os acidos nucléicos
foram extraidos do torax, deixando a cabeca, asas e abdome como voucher. Os
oligonucleotideos designados como primers (ver Tabela 3) para amplificar Citocromo
Oxidase subunidade I (COI) (Simon ef al. 1994) e Citocromo Oxidase subunidade IT (COII)
(Ver Fig. 1 para diagrama dos produtos da PCR) (Brown et al., 1994), Fator de
Alongamento - low (EF-1at) (Meter and Wiegmann 2002, Collins and Wiegmann 2002) e
CAD ou Rudimentar (Moulton and Wiegmann, 2004) foram sintetizados por Sigma
Genosys (Woodlands, TX). Foi utilizado DNA PCR padréo de trés passos com Ex Taq™
TaKaRa (Mirus Corp., Madison, WI) exceto para CAD onde foi utilizado PCR touchdown
(Hecker and Roux 1996) com Ex Taq™ TaKaRa. Aproximadamente 1Kb do gene EF-1a
for amplificado em duas secgdes sobrepostas através de RT-PCR (Kawasaki 1990)
utilizando o kit GeneAmp RNA PCR (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) e o
protocolo RT sugerido pelo kit, seguido do mesmo protocolo de PCR utilizado para DNA
PCR. O primer EF6 utilizado em conjunto com EF4 para amplificagdo foi substituido pelo
EF51 no processo de seqienciamento. Para COI, COII e EF-1a fo1 utilizado anelamento a
50°C e 30 ciclos. Para CAD, foi utilizado o método de PCR touchdown consistindo de

anelamento a 55° C por 6 ciclos, seguido de anelamento a 50° C por 36 ciclos.
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col tRNA-Leu COl

L] L b

-« 2792 <« TYJ146C
607bp 693bp
(C2-N-3389 » CI1-N-2191—>
FIGURA 1. Diagrama indicando a posi¢do das sequéncias de Citocromo Oxidase
subunidade I (COI) e II (COII), seus respectivos conjuntos de primers e tamanho em pares

de bases (bp). tRNA-Leu - tRNA Leucina.

As sequéncias foram obtidas por seqiénciamento através de dye terminator cycle,
utilizando o kit ABI Prism dRhodamine Terminator Cycle Sequencing (PE Biosystems,
Warrington, England). A confirmagéo das sequéncias foi realizada por comparagéo das fitas
complementares e tradugdo de aminoacidos. As seqiiéncias de aminoacido utilizadas para
comparagdo foram as publicadas para Musca domestica (CAD - AY280689; EF-lc -
AF503149; COI - AF259518; COI and II - AF104622). A edigdo das sequéncias de
nucleotideos, construgdo dos contigs e consenso de sequiéncia foram feitos através do

software Sequencher 4.0.5 (Gene Codes, Ann Arbor, MI, 1991).

TABELA 3. Primers utilizados para cada gene, tamanho da por¢do amplificada e numero e

percentagem dos sitios informativos para parcimoénia (PI) para a arvore dos dados

combinados.
Primer gene tamanho PI
(bases)
TY-J-1460/C1-N-2191  Citocromo Oxidase subunidade I 694 167 (24%)
2792/C2-N-3389 Citocromo Oxidase subunidade I e 11 607 303 (45%)
EF4/EF6 EF2/EF5 Fator de Alongamento - 1 alfa 1036 145 (14%)

60/364 CAD 724 268 (37%)
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Andlise filogenética

O conjunto de dados filogenéticos consiste de quatro partigdes basicas compreendendo as
sequéncias de DNA para CAD, EF-1a, COI e COIL. Os alinhamentos dos nucleotideos para
cada gene foi inferido manualmente empregando o programa Genetic Data Environment
(GDE 2.2, Smith er al. 1994). O arquivo do alinhamento encontra-se disponivel em
http://zoo.bio.ufpr.br/diptera/diptera-c/guilherme.html. O alinhamento foi ndo ambiguo para
todos os genes exceto para COI (C2N3389/2792) onde Helina lasiophtalma apresentou um
indel de trés bases nas suas ultimas 20 bases. Encontram-se ausentes no alinhamento de EF-
la as regides referentes a porg¢do amplificada por EF2/EFS (379bp) para os taxons
Biopyrellia bipuncta, Phaonia tuguriorum e Scathophaga stercoraria e as regides de
EF4/EF6 (656bp) referentes a Ophyra albuquerquei. Estas regides foram codificadas como
missing data. A regido codificadora do tRNA-Leu foi excluida do alinhamento devido ao
seu alinhamento subjetivo e pequeno tamanho.

Para avaliar a congruéncia entre as partigdes CAD, COI, COIl, EF-1a, o teste de
incongruéncia de diferenca de comprimento (ILD, Farris et al. 1994) foi aplicado como
implementado pelo PAUP* versdo 4.0b10 (Swofford 2001). A analise foi efetuada com 100
réplicas com adigdo aleatdria de seqiiéncias, arvores iniciais para o branch swapping obtidas
pelo procedimento de stepwise addition, 10 réplicas adicionais por réplica de ILD e TBR
(tree bisection-reconnection).

A analise de parcimonia (unweighted parsimony- MP) foi executada através do
programa PAUP* versdo 4.0b10 (Swofford 2001) empregando os critérios de busca
heuristica e 1000 réplicas de busca de adigdes aleatérias com o uso de branch swapping do
tipo tree bisection-reconnection - TBR. Em todos os casos, os seguintes critérios foram
utilizados: todos os caracteres foram ndo ordenados, a opgio steepest descent desativada,
nimero maximo de arvores ilimitado (automaticamente acrescentado em mais 100), se o
comprimento do ramo for zero este € colapsado, opgdo MulTrees em efeito.

O suporte de ramo para as arvores mais parcimoniosas (AMP) foi estimado através
de bootstrap ndo paramétrico (Felsenstein 1985) e suporte de Bremer (Bremer 1988, 1994).
A analise de bootstrap foi executada com buscas de 1000 réplicas com adigdo simples das

sequéncias e branch swapping do tipo TBR. Os indices de deterioragdo de ramo (index


http://zoo.bio.ufpr.br/diptera/diptera-c/guilherme.html
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decay), representados pelos valores de suporte de Bremer e suporte particionado de Bremer
(Baker e DeSalle 1997), foram calculados para cada nodo da AMP com o emprego do
programa TreeRot V2 (Sorenson 1999) em conjunto com PAUP*. Também foi empregado o
procedimento de pesagem sucessiva (SWP) (Farris 1969) utilizando o indice de consisténcia
re-escalonado como uma forma de pesagem de caracteres a posteriori. Este procedimento
procura reduzir o efeito das homoplasias na analise, atribuindo pesos menores a caracteres
menos consistentes. SWP foi implementada da seguinte maneira: primeiro os caracteres
receberam novos pesos baseados nos valores obtidos da primeira analise de MP; uma nova
MP foi executada nestes dados com novos pesos de caracteres; o processo foi repetido até
que em consecutivas interagdes convergissem em uma mesma AMP ou em um mesmo

conjunto de AMP.

Resultados e discussio

Baseado nos resultados do teste ILD, a hipétese de congruéncia foi rejeitada (p<0,05) para
comparag¢des entre todas as partigdes. O mesmo resultado foi1 encontrado em comparagdes
entre conjuntos de dados mitocondriais e nucleares. Conhecendo-se que o resultado do teste
ILD confunde incongruéncia devido a sinais conflitantes com incongruéncia decorrente de
homoplasia (Dolphin et al, 2000), decidimos pela inclusdo de todas as parti¢des de dados em
uma analise combinada. A decisdo de combinar todos os dados minimiza o erro de
amostragem e aumenta o poder explanatorio dos dados (Kluge 1989, Kluge e Wolf 1993). A
oportunidade de ocorréncia de erros estocasticos nesta abordagem € menor do que quando
os dados sdo analizados separadamente. Mesmo quando os conjuntos de dados sio
homogéneos estes erros estocasticos podem conduzir a diferentes topologias em analises
individuais (Johnson e Soltis 1998).

A matriz de dados combinada compreende 2989 nucleotideos, dos quais 438 sdo
posi¢des variaveis ndo informativas (14,7% do total) e 716 sdo sitios informativos para a
parciménia - PI (24% do total). Uma tabela com o nimero de PI para cada gene ¢é
apresentada (Tabela 3). Se considerados juntos COI (TYJI460/C1-N-2191) e COI-COII
(2797/C2-N-3389) resultaram em um conjunto de 941pb e 235 PI (25%). COII isoladamente
representou um conjunto de 288pb e 68 PI (23,6%). A analise de MP dos dados combinados

resultou em uma tnica AMP (Fig. 2, comprimento 2732 passos, indice de consisténcia 0,57,
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indice de retengdo 0,37). A AMP obtida do SWP foi idéntica em sua topologia a esta
encontrada sob o critério de pesos iguais (Fig.2).

A AMP apresenta evidéncias de dois grandes clados: um composto largamente dos
géneros representantes de Muscinae, incluindo as espécies de Hydrotaea e Ophyra; e um
segundo clado com os dois géneros de Phaoniinae formando um conjunto com o género
Philornis (Reinwardtiini senso Carvalho ef al. 1993). Este resultado contradiz a antiga
hipotese taxondmica que posiciona Ophyra como integrante dos Phaoniinae (Malloch 1923,
Séguy 1937, Emden 1943). Esta hipotese ja havia sido rejeitada por varios autores
(Albuquerque 1958, Hennig 1965, Pont 1972, 1973, 1977, 1980, Pamplona and Couri 1989,
Carvalho ef al. 1993, Carvalho e Couri 2002), mas ndo havia sido testada rigorosamente
para Ophyra através de uma analise filogenética quantitativa.

Os dados moleculares deste estudo posicionam a espécie estudada de Ophyra entre
os Muscinae com valores altos de bootstrap e de suporte de Bremer. Hennig (1965)
defendeu a monofilia da subfamilia baseado em caracteres do ovipositor. Carvalho (1989),
Couri e Carvalho (1997) e Carvalho e Couri (2002) também reconheceram caracteres do
ovipositor somados de caracteres de forma do ovo e a presenga de sétulas no anepimero

como sinapomorfias.
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Scathophaga stercoraria
Hylemya sp.

Hydrotaea sp.

BST=96; BS=14; PBS=11/6/-2-1
Polietina nigra

BST=50; BS=1: PBS=3/-3/-1/2

Stomoxys calcitrans

Musca domestica
BST=86; BS=9; PBS=11/2/-4/0

Morellia ochricornis
BST=87; BS=13; PBS=3/3.5/6/0.5
Biopyrellia bipuncta
BST=94; BS=14; PBS=13.5/1.5/-4/3
Morellia xanthoptera
BST=100; BS=34; PBS=29/7/-8/6
Ophyra albuquerquei
BST=(<50); BS=1; PBS=3/-3/-1/2
Philornis blanchardi

Helina lasiophtalma

Phaonia tuguriorum
BST=100; BS=30; PBS=14/7/8/1
BST=90; BS=7; PBS=8/1/-3/1
BST=100; BS=36; PBS=25/3/6/2
FIGURA 2. Arvore filogenética mais parcimoniosa: comprimento 2732 passos, indice de
consisténcia 0.57, indice de retengdo 0.37. BST - valores de bootstrap (1000 replicas), BS -
valores de suporte de Bremer e PBS — valores de suporte de Bremer particionado para as

particdes CAD, EF1-a, COI (TY-J-1460/C1-N-2191) e COI-COII (2792/C2-N-3389).



18

Além destas conclusdes a analise sugere Hydrotaea como grupo irmdo de todos os
Muscinae amostrados. Hydrotaea foi considerado por Hennig (1965) como género
monofilético e por Carvalho e Couri (2002) como provavelmente monofilético baseado em
caracteres do fémur anterior. Mas estas hipoteses de monofilia ainda necessitam de testes
quantitativos rigorosos.

Nossos dados posicionam Polietina como género basal de Muscinae. Couri e
Carvalho (1997) posicionaram Polietina em Muscini baseados em caracteres de terminalia
de machos.

Tradicionalmente, os Muscinae tém sido divididos em duas tribos - Muscini e
Stomoxyini (Carvalho 1989, Carvalho et al. 1993 e Couri e Carvalho 2002). Em nossa
analise, os Muscini amostrados foram divididos de forma peculiar pelo posicionamento de
Stomoxys (Stomoxyini) (Fig. 2). Em estudos futuros, sera necessaria a inclusdo de
sequéncias de outros Stomoxyini, especialmente Haematobia Latreille, 1828 e Neivamyia
Pinto e Fonseca, 1930 para analisar adequadamente a monofilia e os interelacionamentos
entre Stomoxyini € Muscini. De forma semelhante, o estado parafilético das duas espécies
amostradas de Morellia Robineau-Desvoidy, 1830 indica a necessidade de uma revisdo
extensiva do género (ver Carvalho e Couri 2002).

Nossos dados moleculares suportam Ophyra albuquerquei como grupo irmao de
Morellia xanthoptera Pamplona, 1986 em Muscinae. O gene nuclear codificador de
proteina, CAD apresentou o maior suporte para este clado seguido dos genes também
codificadores de proteina EF-la (nuclear) e Citocromo Oxidase II (mitocondrial) (COIL;
PBS, Fig.2). Ambos os genes sdo considerados uteis em filogenias moleculares para
relacionamentos taxondémicos de familias e niveis superiores em insetos holometabolos
(Moulton e Wiegmann 2004, Caterino et al. 2000). Entretanto, dados do gene COI
contradizem fortemente este posicionamento de Ophyra. Este conflito entre genes pode ser
devido a diferengas marcantes na taxa de evolugdo entre genes mitocondriais de Citocromo
Oxidase (Simon ef al. 1994). COII é geralmente considerado como um gene de evolugio
mais rapida sendo mais adequado para aplicagdes em pesquisas filogenéticas em nivel de
espécies (Caterino er al. 2000, Simon et al. 1994). E claro que amostragens futuras de ambas
as espécies sdo necessarias para a completa elucidagdo do poder de resolugdo dos varios

genes para a filogenia de Muscidae.
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Finalmente, o suporte particionado de Bremer para a particio EF-1a € baixo ou
negativo em nossa AMP. Este gene nuclear € considerado informativo em niveis
taxondmicos mais baixos devido a sua extrema conservagdo nas posig¢des codificadoras e
sua rapida evolugdo em sitios de terceira posi¢do (Cho ef al. 1995). Este padrdo de alta
variabilidade somente em 3" posi¢do € também verdadeiro para os géneros de Muscidae.

85% dos PI para EF-la foram em 3* posi¢do (105 de 124). Estes resultados sugerem que

estas posi¢des de EF-la devem evoluir muito rapidamente para de forma confiavel

recuperarem relacionamentos das divergéncias mais antigas de Muscidae.

Conclusio

Uma tunica AMP baseada em seqiiéncias de DNA de genes mitocondriais e nucleares
sugerem a validade taxonomica de Ophyra albuquerquei como uma linhagem dentro da
subfamilia Muscinae. Estes dados contradizem a hipdtese de um relacionamento taxondmico
proximo entre Ophyra e Hydrotaea. Mesmo sendo promissores, os presentes dados
moleculares sdo limitados em seu poder de resolugdo para a filogenia de Muscidae.
Sequéncias adicionais de varios outros taxons sdo requeridos para uma classificagio

filogenética mais consistente para toda a familia.
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“Deve ser tudo ordenado
na preclusdo e no intento,
no presente, no passado,
no principio e no seu fecho,
manancial nunca esgotado,
quando verte, ndo transborda;
quando seca, recomeg¢a’”
Carlos Nejar
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Relacoes filogenéticas em Muscidae (Diptera, Calyptratae) baseadas em

caracteres moleculares.

Resumo

As relagbes entre 24 espécies de Muscidae (18 géneros, 6 subfamilias) foram
analisadas através de analises individuais e combinadas de seqiiéncias de dois genes
mitocondriais, COI e COII e dois genes nucleares, CAD e EF-1a compondo um total de
2989 caracteres (1085 PI). Os caracteres foram analisados através de analise de maxima
parcimdénia, maxima verossimilhanga e inferéncia bayesiana. As diferentes analises
apresentam-se concordantes quanto a monofilia de Muscidae, relacionaram Coenosiini a
Phaoniinae e este conjunto aos Reinwardtiini e Cyrtoneurininae amostrados. Ophyra e
Hydrotaea foram posicionados em Muscinae e Stomoxys foi posicionada como grupo irmio
de Musca. Polietina foi diagnosticado como monofilético e o género Morellia como
parafilético. A analise combinada aumentou a eficiéncia do resgate das informagdes
filogenéticas mesmo sendo os conjuntos de caracteres combinados diagnosticados como

incongruentes através do teste ILD.

Abstract

The relationships among 28 species of Muscid (18 genera and 6 subfamilies) were
analyzed through a set of 2989 characters (1085 PI) derived from sequences of
mitochondrial (COI and COII) and nuclear genes (CAD and EF-1a). The data was analyzed
combined and separately applying the criterion of Maximum Parsimony, Maximum
Likelihood, and Bayesian Inference. The results of the different analyses support the
monophyly of Muscidae and the sister-group relationship between Coenosiini and
Phaoniinae. This group was diagnosed as connected to the species of Reinwardtiini and
Cyrtoneurininae sampled. The genera Ophyra and Hydrotaea were positioned in Muscinae
and Stomoxys come out as sister group of Musca. Polietina was presented as a
monophyletic genus while Morellia was presented as paraphyletic. The combined analysis
raised the efficiency of the phylogenetic analysis despite the data sets diagnosed as

incongruent in an ILD test.
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Palavras chave: Sistematica Molecular, Muscoidea, Filogenia, Citocromo Oxidase, Fator de

alongamento - 1oc, CAD, ILD.

1. Introducao

A familia Muscidae € uma das familias de dipteros mais bem conhecidas e estudadas
(Thompson 1990). Além de sua importancia médico-sanitiria o conhecimento taxondmico
da familia é reflexo direto dos esfor¢os de formacdo de sistematas de Muscidae. A ampla
distribui¢do de suas espécies também contribui para que a familia seja bastante conhecida.
Os muscideos ocorrem em todas as regides biogeograficas com exce¢do das regides mais
aridas (Carvalho er al. 1993). Em regides de grande altitude, até 4900m (Pont 1972), ainda
se encontra uma propor¢do bastante significativa de muscideos, tanto em numero de
espécies quanto em numero de individuos (Pont 1986).

Calcula-se que Muscidae seja composta hoje por cerca de 4000 espécies (Michelsen
1991), o que representa cerca de 5% da diversidade de Brachycera e 21% da diversidade de
Calyptratae (baseado em Yeates e Wiegmann 1999).

Varias tentativas de classificagdo dos muscideos foram propostas, a maioria delas de
carater tipologico (e.g. Malloch 1934, Séguy 1937, Roback 1951, Hennig 1955-1964). Estas
classificagdes utilizaram critérios variados que resultaram em diferentes numeros de
subfamilias. Esta discordancia estabelece extremos que vdo de quatro subfamilias para a
classificagdo de Hennig (1955) até quinze para a de classificagdo de Séguy (1937).

A primeira aplicagdo de um critério filogenético para a classificagdo de Muscidae foi
proposta por Hennig (1965). Em sua classificagdo, Hennig (1965) empregou
fundamentalmente caracteres de terminalia feminina para definigdo dos limites das
subfamilias e tribos subordinadas. Esta defini¢do dos grupos baseados em um conjunto
particular de caracteres suscita duvidas quanto a validade destes grupamentos.

Uma nova proposta foi publicada no extenso trabalho sobre a biologia de Muscidae
do mundo (Skidmore 1985). Caracteres de formas imaturas foram avaliados para a
elaboragdo de uma nova classificagdo para a familia. Dez subfamilias foram propostas

baseadas no estudo de 440 espécies estudadas.
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Abordagens cladisticas numeéricas no estudo das relagdes filogenéticas de Muscidae
sdo recentes. A primeira aplica¢do da metodologia cladistica numérica na construgdo de um
sistema de classificagio para os Muscidae foi apresentada por Carvalho (1989b) (Fig.1).
Neste trabalho, através de analise de parcimonia, foram empregados 35 caracteres
morfologicos para 27 géneros de Muscidae e uma nova proposta de classificagdo
filogenética foi apresentada com base no cladograma obtido. A classificagdo de Carvalho

(1989b) assemelha-se a proposta taxondmica de Skidmore (1985).
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Achanthiptera I Achanthipterinae

Atherigona | Atherigoninae

Musca .
Muscini

Biopyrellia

Muscinae

Stomoxys

Stomoxyini

Haematobia

Correntosia I Reinwardtiini

Hydropotamia .
Azeliini

Potamia

Psilochaeta .
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Palpibracus

: Reinwardtiini
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Dalciella

Helina
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Souzalopesmyia
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Graphomya

Scenetes Mydaeinae

Mydaea

Brontaea

Limnophora I Limnophorini

. Coenosiinae
Bithoracochaeta

Coenosiini

Neodexiopsis

Fig. 1. Cladograma apresentado por Carvalho (1989b) para apresentagdo de sua
proposta de classificagio para Muscidae (modificado de Carvalho 1989b).
Classificagdo apresentada segue o trabalho original.

Uma segunda proposta cladistica para Muscidae foi apresentada por Couri e
Carvalho (2003). Neste trabalho os autores analisaram 30 géneros de Muscidae através de

54 caracteres e apresentaram um cladograma trazendo novas idéias sobre a idade da familia
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comparativamente com a distribuic¢io de alguns géneros, em particular Passeromyia e

Philornis (Fig. 2).

Phaonantho

Coenosopsi.

Stomoxys I Stomoxyini

Polietina Muscinae
"E Morellia Muscini
Musca

— Micropotamia

b Hydrotaea

r— Dolichophaonia

L Souzalopesmyia
Muscina

Azeliinae

Phaoniinae

Philornis

Phaonina
Fraserella
E Passeromyia

Synthesiomyia
L _E Calliphoroides

Reinwardtia
—— Scuitellomusca

Mydaea
Limnophora l Limnophorini

Reinwardtiinae

Mpydaeinae

Coenosia Coenosiinae

; A Coenosiini
Neodexiopsis

Dichaetomyia

e Cyrtoneurina

b Cyrtoneuropsis
Charadrella
Alluaudinella

Dichaetomyiinae

Aethiopomyia
Ochromusca

Fig. 2. Cladograma proposto por Couri e Carvalho 2003, baseado em analise de caracteres
morfoldgicos, apresentando as relagdes entre as espécies de alguns géneros de Muscidae
(modificado de Couri e Carvalho 2003). Classificagdo apresentada segue o trabalho original.

Outros esforgos taxonOmicos recentes empregando a metodologia cladistica
apresentaram revisdes para diversos géneros (Eudasyphora: Cunny 1980, Souzalopesmyia:
Carvalho 1999, Cyrtoneurina e Cyrtoneuropsis. Pamplona 1999, Bithoracochaeta: Motta e
Couri 2000, Apsil e Reynoldsia: Carvalho e Couri 2002, Philornis e Passeromyia: Couri e
Carvalho 2003, Thrichops: Savage 2004) e para a tribo Coenosiini (Couri e Pont 2000).
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As hipoteses filogenéticas vigentes para Muscidae necessitam de corroboragdo
através da inclusdo de novos taxons e, principalmente através do emprego novos conjuntos
de caracteres. Este empenho € necessario para o reexame da validade de grupamentos
duvidosos e de caracteres complexos (Carvalho 1989b). A extrema plasticidade morfologica
dos dipteros dificulta o reconhecimento de homologias primarias (Yeates e Wiegmann
1999) e pode comprometer hipdteses baseadas nestes caracteres.

Neste estudo, optamos pelo emprego de conjuntos de caracteres moleculares para a
construgdo de uma hipotese filogenética para Muscidae e para discussdo das propostas
taxondmicas para a familia. Quatro regides de genes codificadores de proteinas foram
selecionadas para a analise de 24 espécies de Muscidae, representando cinco das sete
subfamilias propostas por Carvalho (1989b) e Dichaetomyiinae apresentada na analise de
Couri e Carvalho (2003).

Os genes utilizados foram as subunidades I e II do gene mitocondrial Citocromo
Oxidase (COI, COII) que tém sido amplamente utilizadas em estudos de sistematica de
insetos (Brower e DeSalle 1994, Brown et al. 1994, Simon ef al. 1994, Sperling et al. 1994,
Baker e DeSalle 1997, Caterino e Sperling 1999, Bernasconi et al. 2000a, 2000b, 2001,
Scheffer e Wiegmann 2000, Sharpe et al. 2000, Johnson et al. 2001, Rokas et al. 2002,
Eastwood e Hughes 2002, Beckenbach e Borkent 2003). Os genes COI e COII codificam
dois polipeptideos que sdo parte de um conjunto de sete do complexo citocromo ¢ oxidase
(Capaldi et al. 1999). Ambas as subunidades tém sido aplicadas na resolugdo de filogenias
de varios niveis taxonomicos que vao desde espécies proximas (Sperling e Hickey 1994,
Beckenbach ef al. 1993, Brower 1996) a géneros e subfamilias (Frati er al. 1997, Bernasconi
et al. 2001), familias (Howland e Hewitt 1995, Bernasconi 2000a) e até mesmo, ordens (Liu
e Beckenbach 1992).

Considerando certas limitagdes filogenéticas inerentes de genes mitocondriais
(Moulton e Wiegmann 2004), utilizamos também seqiiéncias de dois genes nucleares: o
Fator de Alongamento — 1 alfa (EF-1oc) (Brower e DeSalle 1994, Cho ef al. 1995, Fang et
al. 1997, Friedlander et al. 1998, Mitchel e al. 2000, Yang et al. 2000, Baker et al. 2001,
Johnson et al. 2001, Winterton ef al. 2001, Collins e Wiegmann 2002) e o Rudimentar ou
CAD (Moulton e Wiegmann 2004).
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O gene EF-1a € responsavel pela codificagdo de uma proteina chave no processo de
alongamento na tradug¢do da informagdo genética (Cho er al. 1995), e tem se mostrado
bastante efetivo em estudos filogenéticos de insetos (Collins e Wiegmann 2002). Sua
sequéncia de aminoacidos altamente conservada tem a propriedade de reter sinal
filogenético util nas terceiras posigdes de codons para divergéncias do Terciario e de
periodos mais recentes (Cho et al. 1995, Mitchel ef al. 1997, Yang et a.l. 2000). Moulton e
Wiegmann (2004) indicam que o EF-1a € eficiente até mesmo para eventos do Mesozoico.
As substitui¢des neste gene, sejam as sindénimas ou as particularmente escassas niao
sindnimas, tendem a ser altamente informativas em niveis taxondmicos mais basais (Fang et
al. 1997). A eficiéncia filogenética do gene pode ser observada no poder de recuperagédo e
suporte de resolugdes obtidas de evidéncia morfologica em outros estudos (Mitchel ef al.
2000). Este grau de resolugdo eficiente ja foi observado até o nivel de subfamilia em
Noctuoidea (Mitchel ef al. 2000).

O gene CAD ¢ codificador de uma proteina fusionada responsavel pelas trés
primeiras atividades enzimaticas da cadeia biossintética de novo da pirimidina:
carbamoilfosfato sintetase, aspartato transcarbamilase e dihidroorotase (Moulton e
Wiegmann 2004). Carbamoilfosfato sintetase (CPS) é o maior dos trés dominios do gene
CAD. Apresenta cerca de 4Kb e encontra-se dividido em duas regides: cadeia menor e
maior de CPS. Foram seqiienciados cerca de 724pb da CPS menor para o presente estudo.

Tanto CAD quanto EF-1a tém as vantagens inerentes a genes de copia unica além de
possuirem as suas sequéncias de aminoacidos codificadas conhecidas. Além disto, devido a
conservagdo da seqiiéncia da proteina e a auséncia de inser¢des ou delegbes os alinhamentos
de CAD e EF-1a tornam-se mais faceis de se inferir e, conseqiientemente, mais confiaveis.

Cada um dos quatro conjuntos de caracteres foi considerado como uma partigdo de
processo (Bull ef al. 1993, Kluge e Wolf 1993, Miyamoto e Fitch 1995) dentro do conjunto
de nossos dados. As partigdes permitem acessar a equivaléncia de informagio filogenética
derivada de diferentes fontes (Baker e DeSalle 1997). A organizagio dos dados em partigdes
tem sido vista como um requisito para a analise filogenética. Alguns autores tém sugerido
que sinais distintos em varias matrizes de dados precisam ser considerados separadamente
em um contexto taxondmico de congruéncia (Mickevich e Farris 1981, Swofford 1991,

Miyamoto e Fitch 1995).
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Existem argumentos negando esta abordagem e sugerindo a combinagdo dos dados
em todos os casos (Kluge 1989, Barret ef al. 1991, Eernisse e Kluge 1993, Kluge e Wolfe
1993, Nixon e Carpenter 1996). Segundo estes autores, a melhor explicagdo incluiria todos
os dados relevantes e a utilizagdo de uma analise particionada seguida de consenso
implicaria em pesagem arbitraria de caracteres (Cracraft e Mindell 1989).

Consideramos a énfase na exploragdo dos dados e a maximizagdo da informagio da
abordagem de combinagdo de partigdes como uma vantagem inerente do método (Page e
Holmes 1998). A qualidade e a quantidade de dados moleculares compilados para o trabalho
permitem a avaliagdo do desempenho de cada um dos conjuntos de dados. Os quatro
métodos propostos em Baker er al. (2001) para quantificar a utilidade filogenética em
diferentes partigdes sdo aplicaveis ao nosso conjunto de dados: (a) o exame das propriedades
dos dados antes da analise filogenética (Friedlander er al. 1994, Graybeal 1994); (b) o
exame das propriedades dos dados especificamente aplicados a uma filogenia (Milinkovitch
et al. 1996, Naylor e Brown 1998, Bremer 1994); (c) a comparagdo dos resultados com uma
filogenia bem suportada (Friedlander et al. 1994, Graybeal 1994, Russo et al. 1996,
Cunningham 1997a, 1997b) e (d) a congruéncia entre os dados comparaveis das diferentes
fontes (Miyamoto ef al. 1994, Friedlander et al. 1998, Allard et al. 1999). Além destes a
compara¢do entre a resolugdo dos diferentes conjuntos, a sua congruéncia ou conflito, pode
ser avaliada como medida de eficiéncia (Baker et al. 2001).

Um segundo nivel da analise compreende a avalia¢do do desempenho do conjunto de
dados quando avaliado através de diferentes critérios filogenéticos. Os diferentes resultados
provindos destes critérios oferecem uma visdo do grau de qualidade do conjunto de dados:
sua coeréncia filogenética e homogeneidade. Trés critérios sdo empregados na construgdo de
uma nova hipétese evolutiva para a familia: maxima parcimonia, maxima verossimilhanga e
inferéncia bayesiana.

O trabalho vem apresentar estas considera¢des sobre a congruéncia dos diversos
conjuntos de dados moleculares frente as filogenias ja propostas. As resolu¢des apresentadas
sdo discutidas frente as propostas morfoldgicas anteriores, com base nos caracteres e
hipéteses que foram utilizados para justificar de seus grupamentos taxondmicos. Novas
analises das propostas anteriores sdo executadas com os mesmos critérios e algoritmos

aplicados aos dados moleculares para permitir uma melhor comparagio entre os resultados.
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2. Material e métodos

2.1. Amostragem dos Taxa

Muscideos adultos foram coletados durante o periodo de Janeiro de 2001 a agosto de
2002. Os espécimes foram preservados diretamente em etanol 95-100°GL e armazenados a -
20°C. Os taxons utilizados como grupo externo a Muscidae foram obtidos da colegdo do
Laboratorio de Sistematica Molecular da Universidade Estadual da Carolina do Norte
(North Carolina State University — NCSU). Cinco espécies de muscideos foram coletadas e
enviadas por Adrian Charles Pont da Colegdo Entomolédgica Hope, Museu da Universidade,
Londres. As sequéncias de Musca domestica foram obtidas do GenBank.

O posicionamento taxondmico apresentado em texto, tabelas e cladogramas segue,
quando ndo especificado, a proposta de Carvalho (1989b). A Tabela 1 e 2 apresentam as
espécies utilizadas na analise, sua posi¢do taxondmica, os numeros de acesso para o
GenBank e sua procedéncia. Ao todo foram 24 espécies de Muscidae representando 18
géneros e 6 subfamilias. Duas espécies de Anthomyiidae, uma de Fanniidae e uma de
Scathophagidae foram amostradas como representantes das demais familias de Muscoidea.

Os vouchers e material associado encontram-se depositados na cole¢ido Pe. Jesus
Santiago Moure — DZUP do departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana
(Curitiba, PR).
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Espécies utilizadas na analise e namero de acesso do Gen Bank para cada gene utilizado.
Note que as sequéncias de COI (2792/C2N3389), tRNA-Leu e COII (2792/C2N3389) sdo
contiguas e foram obtidas de um mesmo conjunto de primers podendo estarem depositadas
sob mesmo numero de acesso

Espécies COlI COl1 TRNA-Leu+COIl  EF-1x CAD
TYJ1460/C1N2191 2792/C2N3389 2792/C2N3389

Eustalomya sp. AJ879602 AJ879617 AJ879617 AJ871213  AJB67946
Fannia canicularis AJ879592 AJ879606 AJ879606 AJ871202  AJB67935
Hylemya sp. AJ617702 AJ623305 AJ627903 AJ605071  AJ605059
Scathophaga stercoraria AJ6176%94 AJ623297 AJ627895 AJ605063  AJ605051
Biopyrellia bipuncta AJ617695 AJ623298 AJ627896 AJ605064  AJ605052
Cordiluroides megalopyga AJ879590 AIJ879604 AJ879604 AJ871200  AJ867933
Cyrtoneuropsis maculipennis AJ879591 AJ879605 AJ879605 AJ871201  AJ867934
Helina evecta AJ879593 AJ879607 AJ879607 AJ871203  AJ867936
Helina lasiophtalma AJ617698 AJ623301 AJ627899 AJ605067  AJ605055
Hydrotaea sp. AJ617692 AJ623295 AJ627893 AJ605061  AJ605049
Limnophora deleta AJ879594 AJ879608 AJ879608 AJ871203  AJ867937
Morellia ochricornis AJ617697 AJ623300 AJ627898 AJ605066  AJ605054
Morellia xanthoptera AJ617696 AJ623299 AJ627897 AJ605065  AJ605053
Musca domestica AF259518 AF104622 AF104622 AF503149  AY280689
Muscina stabulans AJ879595 AJ879609 AJ879609 AJ871205  AJB67938
Neodexiopsis sp. AJ879597 AJ879611 AJ879610 AJ871207  AJ867940
Neomuscina inflexa AJ879596 AJ879610 AJ879610 AJ871206  AJ867939
Ophyra albuguerquei AJ617701 AJ623304 AJ627902 AJ605070  AJ605058
Phaonia shannoni AJ879614 AJ879614 AJ879614 AJ871210  AJ867943
Phaonia tuguriorum AJ617700 AJ623303 AJ627901 AJ605069  AJ605057
Philornis blanchardi AJ617699 AJ623302 AJ627900 AJ605068  AJ605056
Polietina nigra AJ617691 AJ623294 AJ627892 AJ605060  AJ605048
Polietina orbitalis AJ879599 AJ879613 AJ879613 AJ871209  AJ867942
Polietina prima AJ879601 AJ879616 AJ879616 AJ871212  AJB67945
Polietina steini AJ879598 AJ879612 AJ879612 AJ871208  AJ867941
Pseudoptilolepis fulvapoda AJ879603 AJ879618 AJ879618 AJ871214  AJB6T7947
Psilochaeta pampiana AJ879600 AJ879615 AJ879615 AJ871211  AJB67944
Stomoxys calcitrans AJ617693 AJ623296 AJ627894 AJ605062  AJ605050
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Espécies utilizadas na analise, suas subfamilias e tribos correspondentes (baseado em
Carvalho 2002 e Couri e Carvalho 2003) e dados de origem do espécime

Subfamilia Tribo Espécies Localidade
(Anthomyiidae) Hylemya sp. Great Smoky Mountain N.P., NC, USA
(Anthomyiidae) Eustalomya sp. Great Smoky Mountain N.P., NC, USA
(Fanniidae) Fannia canicularis 48°22'N 69°22'W M. Giroux, Canada
(Scathophagidae) Scathophaga stercoraria Mt. Mitchell, NC, USA
Azeliinae Azeliini Hydrotaea sp. Passo Fundo, RS, Brasil

Azeliini Ophyra albuquerquei Passo Fundo, RS, Brasil

Azeliini Pseudoptilolepis fulvapoda Vanini, RS, Brasil

Remwardtiini = Muscina stabulans Curitiba, PR, Brasil

Remwardtiini = Philornis blanchardi Passo Fundo, RS, Brasil

Reinwardtiini  Psilochaeta pampiana Chapada, RS, Brasil
Coenosiinae Coenosiini Cordiluroides megalopyga Morretes, PR, Brasil

Coenosiini Neodexiopsis sp. Morretes, PR, Brasil

Limnophorini  Limnophora deleta Passo Fundo, RS, Brasil
Cyrtoneurininae Cyrtoneuropsis maculipennis ~ Morretes, PR, Brasil

Neomuscina inflexa Morretes, PR, Brasil

Muscinae Muscini Biopyrellia bipuncta Chapada, RS, Brasil

Muscini Morvellia ochricornis Chapada, RS, Brasil

Muscini Morellia xanthoptera Morretes, PR Brasil

Muscini Polietina nigra Morretes, PR Brasil

Muscini Polietina orbitalis Morretes, PR Brasil

Muscini Polietina prima Morretes, PR Brasil

Muscini Polietina steini Morretes, PR Brasil

Stomoxyini Stomoxys calcitrans Anita Garibaldi, RS, Brasil
Phaoniinae Helina evecta Oxford, United Kingdom

Helina lasiophtalma
Phaonia shannoni
Phaonia tuguriorum

Oxford, United Kingdom
Morretes, PR, BRASIL
Oxford, United Kingdom
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2.2. Extragdo de DNA, escolha dos primers e amplificagdo

O DNA gendmico foi extraido das espécies preservadas em alcool por maceragio
das moscas inteiras utilizando protocolo de extra¢do baseado em SDS/proteinase K (50mM
Tris, pH 8.0; 50mM EDTA, pH 8.0; 2% SDS, 75SmM NaCL; 50mM Sacarose; 100mg
proteinase K). As amostras foram homogeneizadas em 700ul de tampao de lise, colocadas
em uma placa térmica a 55°C por 6-24 horas. A extracdo foi efetuada em duas etapas:
primeiro com mistura fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) (Sigma-Aldrich) e
segundo com a mistura de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Ambas as misturas de
extrac¢do foram utilizadas na proporgdo de 1:1 com o volume do material macerado.

Um décimo do volume de solugdo de acetato de sédio 3M e 1x o volume de
isopropanol gelado foram adicionados a fase aquosa da segunda extragdo para precipitar o
DNA. Este precipitado foi peletizado por microcentrifugacdo. O pellet foi submetido a
lavagem com 1ml de etanol 70°GL e 95°GL e subsequente secagem. Em seguida, o pellet
seco foi diluido em 100al de TE e armazenado em freezer -80°C. Em poucos casos onde
somente um Unico espeécime encontrava-se disponivel, os acidos nucléicos foram extraidos
do torax, deixando-se a cabeca, asas, pernas e abdome como voucher.

Os oligonucleotideos utilizados como primers (ver Tabela 3) para amplificar os
genes COI (Simon et al., 1994), COIl (Brown et al., 1994), EF - la (Méier e Wiegmann
2002, Collins e Wiegmann 2002) e CAD (Moulton and Wiegmann 2004) foram sintetizados
por Sigma Genosys (Woodland, TX, EUA).
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Tabela 3

Conjuntos de primers utilizados e respectivos autores

Gene Primer Sequéncia (5°-37)
Citocromo Oxidase subunidade I TY-J-1460 TAC AAT TTA TCG CCT AAA - CTT CAG CC
Simon et al. 1994 C1-N-2191 CCC GGTAAA ATT AAA ATA TAA ACTTC
Citocromo Oxidase subunidade I e II S2792 ATA CCT CGA CGT TAT TCA GA
Simno et al 1994/Brown et al. 1994 C2-N-3389 TCA TAA GTT CARTAT CAT TG
Fator de Alongamento — 1o EF4 GAR CGT GGT ATY ACM ATT GA
Méier e Wigmann 2002/Collins e Wiegmann 2002 EF6 CWC CAGTTT CWA CAC GWC C

EF51* CAT GTT GTC RCC RTG CCA TCC

EF2 GGA TGG CAY GGY GAC AAC ATG

EF5 CTC ATA TCA CGT ACA GCR AAR CG
CAD (Rudimentar) 60F GAR GTN GTN TTY CAR ACN GGN AT
Moulton e Wiegmann 2004 364R TCN ACN GCR AAN CCR TGRTTY TG

*EFS51 foi utilizado para substituir EF6 na reagdo de seqiienciamento.

Os segmentos dos genes foram amplificados com PCR padrio de trés etapas exceto
para CAD onde utilizamos PCR touchdown (Hecker e Roux, 1996). Para ambos os tipos de
amplificaco foi utilizada Ex Taq polimerase TaKaRa (Mirus Corp., Madison, WI, EUA).

O gene EF-la foi amplificado em duas segOes sobrepostas através de RT - PCR
(Kawasaki 1990) utilizando o kit GeneAmp RNA PCR (PE Aplied Biosystems, Cidade de
Foster, CA, EUA) através do protocolo sugerido pelo kit para RT - PCR seguido do
protocolo de PCR utilizado para DNA PCR. Para os genes COI, COII e EF -1a foi utilizado
anelamento a 50°C e 30 ciclos. Para a amplificagdo do gene CAD através de touchdown
PCR foi utilizado anelamento a 55°C por seis ciclos seguidos de outro anelamento a 50° C e

36 ciclos.

2.3. Sequenciamento, construgdo dos contig e edi¢do

Os genes foram seqiienciados em um sequenciador dye terminator utilizando o kit de
sequenciamento dRhodamine (PE Biosystems, Warrington, Inglaterra). Para o
sequenciamento do gene EF-1a, o oligonucleotideo EF6 foi substituido pelo EF51 (Tabela

3) para a reagdo de seqienciamento. A confirmagio das seqiiéncias foi efetuada através de
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comparacdo das fitas complementares de DNA. A edi¢do das seqiiéncias de nucleotideos,
montagem dos contigs e sequéncia consenso foram feitas com auxilio do programa

Sequencher 4.0.5 (Gene Codes, Ann Arbor, MI, EUA, 1991).

2.4. Alinhamento dos nucleotideos e andlise filogenética

Os limites dos conjuntos de dados referentes as sequéncias de cada gene foram
reconhecidos e identificados em quatro parti¢gdes: COI, composta dos segmentos do
conjunto TY-J-1460/C1-N-2191 e C2-N-3389/2792 respectivamente; COIl; CAD e EF - 1a.
Outras formas de subdivisdo dos dados incluiram parti¢des de dados discriminando os genes
nucleares dos mitocondriais e as diferentes posi¢oes de codons. Esta divisdo dos dados em
parti¢gdes foi baseada no pressuposto de que as seqiiéncias pertencentes a cada gene evoluem
como unidades discretas.

O alinhamento de cada um dos genes foi inferido manualmente através do programa
Genetic Data Environment (GDE 2.2, Smith er al., 1994).

O alinhamento das seqiiéncias de CAD foi baseado na traduc¢do dos codons da
sequiéncia completa para Drosophila melanogaster (Adams et al. 2000; AE003503),
Anopheles gambie (Holt et al. 2002; EAA06526) e sequéncias parciais de Epalpus signifer
(Moulton e Wiegmann 2004; AY280680).

O produto do conjunto de primers C2-N-3389 (Simon ef al. 1994) e 2792 (Brown et
al. 1994) empregados para a amplificagio de Citocromo Oxidase foi uma regido que
compreendia a por¢do de término do gene COI (incluindo seu cédon de parada), o DNA
codificador do RNA transportador de Leucina (tRNA Leu) e a porg¢éo inicial do gene COII
(ver Fig.3). A porgdo codificadora do tRNA Leu foi desprezada na analise tendo em vista

seu pequeno tamanho e a subjetividade em seu alinhamento.
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con tRNA-Leu COl

-« 2792 <« TYJ146C
607bp 693bp

(C2-N-3389 - CI-N-2191—>
Fig. 3. Diagrama indicando a posi¢do das sequéncias de Citocromo Oxidase subunidade I
(COI) e IT (COID), seus respectivos conjuntos de primers e comprimento. tRNA-Leu - tRNA

Leucina (figura retirada de Schuehli ef al. 2004).

CPSsc CPSlc DHO ATC

< 364r
724bp

60f -

Fig. 4. Diagrama indicando a posigdo da porgdo cadeia menor de carbamoilfosfato sintetase
(CPSsc) no gene CAD. CPSls — Cadeia maior de carbamoilfosfato sintetase; DHO —
dihidroorotase; ATC — aspartato transcarbamilase (figura adaptada de Moulton e Wiegmann

2004).

Ambas as regides de COI e o gene COII foram alinhadas baseadas na tradugido dos
cddons publicada para Cochliomyia homnivorax (Calliphoridae) (Lessinger et al. 2000 -
AF260826).

O alinhamento de EF-1a foi baseado na sequéncia de Musca domestica (Collins e
Wiegmann 2002; AF503149) e em sua seqiiéncia de aminoacidos.

O teste de homogeneidade entre as partigdes ou incongruéncia de diferenca de
comprimento (Incongruence Length Difference, 1ILD - Farris et al. 1994) como
implementado pelo software PAUP*, versdo 4.0b10 (Swofford 2002) foi aplicado as
seguintes parti¢des: CAD, EF-1oc, COI e COII; CAD e EF-lec, COI e COIl. Também foi
testado o conjunto de seqiiéncias de origem mitocondrial (COI e COII) contra o conjunto de

sequéncias de origem nuclear (CAD e EF-1cc). A analise foi executada com 100 réplicas,
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inicio de busca stepwise, 10 réplicas aleatorias de adigdes de seqiiéncias e embaralhamento
TBR (tree bisection-reconection).

O taxon Scathophaga stercoraria foi empregado como grupo-externo de todas as
analises dentre os demais taxons de ndo-Muscidae.

Para permitir comparagdes com as propostas filogenéticas anteriores para Muscidae,
o trabalho de Carvalho (1989b) fo1 analisado na nova versdo do software PAUP* utilizando
a matriz apresentada no trabalho original, busca heuristica com adi¢Ges aleatorias das
sequéncias e 1000 réplicas. O trabalho de Couri e Carvalho (2003) originalmente analisado
no software Hennig86 também foi re-analisado no software PAUP* com os mesmos
critérios descritos no trabalho: busca heuristica associada a pesagem sucessiva, aplicando
como critérios de busca a adigdo aleatoria das seqiiéncias e 1000 réplicas e o indice para
pesagem sucessiva como sendo o indice de consisténcia. Os taxons apresentados como
grupo-externo foram mantidos. Todos os caracteres em ambas as novas analises foram
tratados como ndo ordenados.

Analise de parcimonia sem pesagem diferencial dos caracteres moleculares (maxima
parcimdnia - MP) foi efetuada através do programa PAUP* utilizando a opgdo de busca
heuristica e 1000 réplicas de adi¢io aleatorias de seqiiéncias com TBR branch swapping.
Todos os caracteres foram considerados ndo ordenados, op¢do steepest descent desativada,
nimero maximo de arvores ilimitado (automaticamente acrescido de 100), ramos colapsam
se 0 maior comprimento for zero e op¢do multrees acionada. Quando a busca heuristica
resultou em multiplas AMPs estas foram sumarizadas em um consenso estrito. Cada
partigdo foi analisada individualmente e posteriormente o conjunto total dos dados segundo
0S Mesmos Critérios.

A estratégia ratchet (Nixon 1999) foi também implementada para o conjunto total
dos dados através do programa PAUPrat (Sikes e Lewis 2001) com as mesmas opgdes de
busca no PAUP*. Em todos os casos, as seguintes opg¢Oes foram utilizadas: todos os
caracteres do tipo ndo-ordenado, opgdo steepest descent desativada, MaxTrees ilimitada
(auto acrescentada em 100), ramos colapsados se o maior comprimento de ramo for zero e
opgdo MulTrees ativada.

Os valores de suporte de ramo para as arvores de MP foram estimados através de

analise de Bootstrap ndo paramétrico (Felsenstein 1985) e Suporte de Bremer (Bremer 1988,



41

1994). As analises de Bootstrap foram executadas com 1000 réplicas com adigdo de
sequéncias simples e TBR branch swapping. Foram calculados os valores de suporte de
Bremer para cada nodo do consenso estrito das arvores para os conjuntos de dados
combinados e os valores de Bremer particionado (Baker e DeSalle 1997) para os conjuntos
de dados individuais através do programa TreeRot V2 (Sorenson 1999) em conjunto com
PAUP*. Este software produz um arquivo de comando NEXUS para ser executado no
software PAUP* que por sua vez executa a busca heuristica com 20 réplicas de adigdes
aleatdrias para cada nodo determinado (constraint).

O critério de maxima verossimilhanga (ML) para a reconstrugdo filogenética exige o
pressuposto de um modelo de evolugdo de nucleotideos. A opg¢do do modelo mais simples
(aquela que melhor descreve os dados com o menor nimero de parametros) é geralmente
assumida como a mais apropriada. Quando o modelo assumido apresenta excesso de
parametros (é muito complexo), varidncias desnecessarias de amostragem sdo introduzidas
pela estimativa dos parametros extras (Lemmon e Moriarty 2004). Esta variancia adicional
pode comprometer a acuracia filogenética (Cunningham ef al. 1998). Casos onde o modelo
assumido apresenta escassez de parametros (€ muito simples) sdo bastante problematicos
para estimativas filogenéticas por muitas vezes conduzirem ao fenomeno de long-branch
attraction onde a confianga na estimativa de uma bipartigdo incorreta aumenta na medida em
que mais dados sdo incluidos na analise (Swofford ef al. 2001). A validade da adigdo de
parametros ao modelo € freqiientemente testada através dos testes de proporgdo de maxima
verossimilhanga (/ikelihood ratio tests - LRTs). Os LRTs calculam os valores de maxima
verossimilhanga de uma arvore de teste utilizando varios modelos (Huelsenbeck e Rannala
1997). Os valores de propor¢io de maxima verossimilhanga apresentam uma distribuigéo ¥
com os graus de liberdade sendo igual a diferenga em numero de parametros estimados para
os dois modelos.

Para cada parti¢io e para todo o conjunto completo foram testados 46 modelos
através do programa Modeltest (Posada e Crandall 1998). Este software auxilia a escolha de
um modelo de evolugdo apropriado para os dados através de uma série de LRTs hierarquicos
baseados em uma arvore teste de neighbor joining (aplicanto o modelo de Jukes-Cantor). Os
modelos sugeridos pelo programa foram selecionados através do critério de informagio

Akaike (critério de informagéo tedrica minima — AIC — Akaike 1974, Posada e Crandall
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1998). Os modelos sugeridos foram utilizados como modelos de evolugdo para a analise de
ML e alguns de seus parametros foram utilizados no estabelecimento dos critérios da analise
bayesiana.

Os modelos também foram utilizados para a determinagido da variavel tempo relativo
e na determinagdo do numero de transigdes (t1) e transversdes (tv) para cada gene.

Cada parti¢do individualmente e o conjunto total de dados foram analisados segundo
o critério de ML seguindo o modelo particularmente sugerido. A busca de ML foi executada
no programa PAUP* utilizando em todas as opgdes como arvore inicial a arvore de MP
equivalente obtida para o conjunto de dados analisados.

Para computar valores de suporte para as arvores de ML aplicou-se a Estratégia dos
Quartetos (Strimmer e von Haeseler 1996, Schmidt er al. 2002). Os valores de suporte do
puzzling dos quartetos foram calculados através da reconstrugdo da arvore obtida pela
analise no PAUP* com o emprego do programa TreePuzzle v.5.2 (Schmidt et al. 2002). O
mesmo modelo utilizado no PAUP* foi utilizado para o calculo dos valores de suporte da
arvore. A analise de Bootstrap foi executada com 1000 réplicas no software TreePuzzle,
empregando também a Estratégia dos Quartetos através do software SeqBoot do pacote
Phylip (Felsenstein 1993).

Para a inferéncia bayesiana foi utilizado o software MrBayes (Huelsenbeck e
Ronquist 2001). Para todas as parti¢des foi aplicado o modelo geral de substituigdo padrdao
(4 por 4), nimero de substituigdes igual a seis, e distribuigdo gama de taxa de variagdo entre
nucleotideos. As frequéncias dos estados de caracteres, a propor¢do de sitios invariantes € a
forma do parametro gama foram analisadas individualmente pelo programa para cada
parti¢do. Os critérios de busca do método Metropolis-coupled Markov Chain Monte Carlo
(memc) foram 2.500.000 geragdes com 4 cadeias e numero de arvores ignoradas no
consenso (burn in) igual a 4000. A frequiéncia de amostragem da cadeia de Markov fo1

ajustada para 100 ciclos.

3. Resultados
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3.1. Caracteristicas das seqiiéncias e alinhamento

As sequéncias dos genes somaram somaram cerca de 2989 nucleotideos com 1073
sitios informativos para parcimonia (PI) e 987 PI especificamente para os muscideos
(Tabela 4). Os valores composicionais apresentam-se homogéneos entre os genes com
excessdo do contetido de G e C para os genes mitocondriais (Tabela 5). Os altos valores do
conteudo A + T na terceira posi¢do do codon para os genes mitocondriais podem ser
percebidos na comparagdo com as demais posigdes e genes (Tabela 6).

A relagdo entre nimero de ti e tv com tempo relativo para cada gene estudado (Fig.
5) ndo caracteriza saturagdo. A comparagdo destes valores especificamente para o gene EF-
lao (Fig. 5d) apresenta duas tendéncias distintas remetendo a taxas de evolugdo
diferenciadas. A adequagdo das taxas de evolugdo dos genes ao reldégio molecular
(regularidade) é mais acentuada nos valores do coeficiente de determinagdo (R*) de tv para
os genes mitocondriais (Tabela 7). Estes valores de ti sdo muito semelhantes em todos os
genes analisados (Tabela 7). Dentre as por¢des dos genes mitocondriais examinadas, COI
apresenta taxa de evolugdo mais elevada revelando um alto nimero de substituigdes em um
determinado periodo de tempo quando comparado com COII (Tabela 7). O gene COI ¢é
conhecido (Bernasconi et al. 2000b) como o gene de evolugdo mais lenta do genoma
mitocondrial. Muito provavelmente o resultado de um coeficiente angular mais alto para
COI em comparagdo com COII reflete o exame parcial da seqiéncia do gene. Diferentes
regides do gene COI e Il se mostraram relacionadas a diferentes pressdes seletivas,
apresentando valores de taxa de evolugdo diferentes, dentro do mesmo gene (Simon et al.
1994, Caterino e Sperling 1999). Os valores de taxa de evolugdo de EF-1oc sdo maiores do
que os valores obtidos para CAD, mostrando-se particularmente altos para ti (Tabela 7).
Dentre todos os genes experimentados, EF-1a fo1 o que apresentou maior taxa de evolugao
(dada pelo coeficiente angular) em seus valores de ti (Tabela 7). Este valor propde
adequagido do gene especialmente a divergéncias mais recentes enquanto sugere COII e
demais genes de valor de taxa de evolugdo baixa como adequados a divergéncias mais

antigas.

Tabela 4
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Numero de pares de bases em cada gene (comp.); porcentagem de sitios variaveis entre o0s
taxons de Muscoidea (Variaveis Muscoidea); porcentagem de sitios variaveis informativos
para Parcimonia entre taxons de Muscoidea (variaveis informativos Muscoidea);
porcentagem de sitios variaveis entre os taxons de Muscidae (Variaveis Muscidae);
porcentagem de sitios variaveis informativos para Parcimonia entre taxons de Muscidae (PI)
gene  comp. Variaveis PI variaveis PI Muscidae
(pb) Muscoidea Muscoidea (%) Muscidae (%) (%)
CAD 724 429(593%)  338(46,7%) 403 (55,7%) 315 (43,5%)
Col 941* 453 (48,1%) 334 (35,5%) = 418 (44,4%) 313 (33,3%)
Coll 288 143 (49,7%)  105(36,5%) 140 (48,6%) 98 (34%)
EF-la. 1036 464 (44.8%) 296 (28,6%) 414 (40%) 255 (24,6%)
* este valor € referente ao comprimento das duas por¢des de COI seqiienciadas, 694
pb e 247 pb.

Tabela 5
Frequéncia média de Bases por genes.
Gene A (%) C (%) G (%) T (%)

CAD 0,27 0,20 0,25 0,28
CoIl 0,31 0,16 0,14 0,39
CoIl 0,34 0,14 0,09 0,43
EF-loc 0,24 0,27 0,24 0,25

Tabela 6
Frequéncia média do conteudo A + T nas diferentes posi¢des dos codons.
gene 1? (%) 2% (%) 3% (%)

CAD 50,08 59,46 55,94
COI 59,38 58,46 90,99
con 66,53 72,90 92,54

EF-lcc 4648 5853 42,98
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Fig. 5. Numero de substitui¢des (transigdes — representado pelos circulos vazados; e
transversdes — representado pelos tridngulos) por tempo relativo (distancia corrigida com
base nos modelos individuais). (a) CAD; (b) Citocromo Oxidase subunidade I; (c)
Citocromo Oxidase subunidade II; (d) Fator de Alongamento - 1oc.

Tabela 7

Valores do Coeficiente angular (a) da reta de regressdo da comparagéo transigio (t1)/
transversdo (tv) x Tempo e coeficiente de determinagio (R”) para cada parti¢io e seu
respectivo modelo.

gene a R’
CAD tv 315,90 0,75
ti 356,04 0,68
COl tv 493,61 0,81
f 391,65 0,63
Co1l tv 144,68 0,81
f 139,23 0,64
EF-1a tv 374,76 0,74
1] 589,86 0,61
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Os modelos de evolugdo de nucleotideos propostos pelo teste estatistico da taxa de
verossimilhanga (Tabela 8) incluiram para todos os genes a distribuig¢io gama e, com

excessdo do gene CAD, todos os modelos propostos incluiram sitios invariantes (Tabela 8).

Tabela 8
Modelos e respectivos valores do teste estatistico de taxa de verossimilhanga para cada
partigdo

gene Modelo proposto (AIC) -InL
CAD TN+ G 2432256
COI1 GIR+1I+G 6463,9409
coll TVM+1+G 2722.3979
EF-la SYM+I1+G 8145,0898
Conjunto GITR+1+G 31874,2871

Todos os genes apresentaram alinhamento ndo ambiguo com excegdo do gene COI
(C2N3389/2792) onde trés espécies apresentaram uma regido de indel nas ltimas 21 bases
do alinhamento: Neodexiopsis sp. (15pb), Helina evecta (6pb) e Helina lasiophtalma (3pb).
O alinhamento de todos os genes encontra-se em anexo.

O teste de homogeneidade entre todos os conjuntos de dados (CAD, COI, COII e
EF-1oxc) e entre suas diferentes combinagdes (nucleares: CAD e EF-1oc; mitocondriais: COI
e COII; nucleares e mitocondriais: CAD, EF-1oc e COI, COII; CAD e COI, CAD e COII,
EF-1oxc e COI e EF-1ac e COII) resultou em um valor significativo (p<0,05) de 0,01.

Foram incluidas como missing data na matriz as seguintes regides que falharam na
amplificagdo ou sequenciamento: para o gene CAD os taxons Hylemya sp. (posigdo 236-368
na matriz), Scathophaga stercoraria (255-381); para COI (TYJ1460/CIN2191) o tdxon
Polietina steini (725-1418); para EF-1oc (EF4/EF6) o taxon Phaonia tuguriorum (1954-
2506) e para EF-loc (EF2/EF5) os taxons Limnophora deleta (2554-2889) e Ophyra
albuquerquei (2554-2889).

3.2 Andalise filogenética

3.2.1 Re-andlise das propostas anteriores.
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A re-analise da matriz de Carvalho (1989b) resultou em 354 AMPs com 80 passos,
CI = 0,5250 e RI = 0,7343 (Fig. 6). Com a inclusdo do grupo-externo original apresentado
no trabalho, a re-analise da matriz resultou em 126 AMPs de 83 passos CI = 0,5422 e RI =
0,7467. A analise original apresentava 100 AMPs de 85 passos e CI = 0,529 (RI ndo
informado). As diferengas entre a arvore de consenso da re-analise e a arvore original foram
apresentadas na base do cladograma e em alguns clados em particular. Os géneros Phaonia,
Dichaetomyia e Souzalopesmyia (Phaoniinae) foram apresentados como um grupo
monofilético, como na analise original, mas sem resolver as rela¢des internas entre estes
géneros. Uma grande politomia na base da arvore reune o género Achanthiptera
(Achanthipterinae), o clado ((Coenosiinae, Mydaeinae) Phaoniinae) e um clado que agrupa
os demais taxons da analise. Neste, Muscinae foi apresentado como grupo monofilético com
Philornis e Dalcyella (Reinwardtiini) na base.

A re-analise da matriz de Couri e Carvalho (2003) resultou em 13 AMP de 158
passos CI = 0,3987, RI = 0,6570. A pesagem sucessiva resultou nas mesmas 13 arvores
obtidas com a busca sem pesagem diferencial. O consenso estrito destas AMPs (Fig. 7)
apresentou uma topologia diferente da original. Quando analisado sem a pesagem sucessiva,
a topologia apresentada no trabalho original apresenta comprimento de 161 passos, CI =
0,3913 e RI = 0,6462.

O clado Hydrotaea + Micropotamia (Azeliinae) apareceu em posi¢do mais basal do
que no estudo original. Nesta re-analise, o clado foi apresentado como grupo irmdo dos
demais taxons de Muscidae. Stomoxys aparece ndo mais como pertencente ao clado
Muscinae (Stomoxys (Polietina (Morellia, Musca))), mas como género irmio do conjunto
politdbmico  Alluadinella, Ochromusca, Charadrella e Aethiomyia (parte de
Dichaetomyinae). O género Philornis foi excluido do clado Reinwardtiinae sendo
apresentado como grupo irmdo dos (Dichaetomyiinae (Mydaeinae, Coenosiinae)).
Cyrtoneurina e Cyrtoneuropsis (Dichaetomyiinae senso Couri e Carvalho 2003 e
Cyrtoneurininae senso Carvalho 1989b e 2002 e Carvalho er al. 1993) aparecem como
grupo irmdo de (Dichaetomyia (Scutellomusca (Mydaea (Limnophora (Neodexiopsis,

Coenosia))))).
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Fig. 6. Consenso estrito ndo enraizado das 28 arvores resultantes da re-analise da matriz de
dados de Carvalho (1989). Comprimento = 80 passos, CI = 0,5250 e RI =0,7343
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Fig. 7. Consenso estrito das 13 arvores resultantes da re-analise da matriz de dados do
trabalho de Couri e Carvalho (2003). Comprimento = 158 passos CI = 0,3987, RI = 0,6570.
Classificagdo apresentada segue o trabalho original.

3.2.1 Andalises individuais dos dados de cada gene.

As Figs. 7-10 apresentam os consensos individuais das arvores de MP construidas
através da analise de cada gene isoladamente. Os valores de Bootstrap e Suporte de Bremer
para cada ramo sdo apresentados nas mesmas figuras. As estatisticas de arvore para as
analises dos genes individuais, genes mitocondriais, genes nucleares e analise combinada

encontram-se descritas na Tabela 9.
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Tabela 9

Estatisticas para arvores de Maxima Parcimonia (MP) COI = Citocromo Oxidase
subunidade I, COII = Citocromo Oxidase subunidade II; EF-1a = Fator de Alongamento — 1
oc; Nuc = CAD + EF-1a; Mit = COI + COII; todos = todos os dados combinados; AMP =
niamero de arvores mais parcimoniosas; PI = numero de caracteres informativos para
Parciménia; CI = Indice de Consisténcia; RI = Indice de Retencio

CAD COI COI EF-lo.  Nuc Mit Tot
Caracteres 724 941 288 1036 1760 1229 2989
AMP 2 11 23 4 2 2 3
Comprimento MP 1831 1740 505 1443 3404 2299 5810
Comprimento ML 5895 6255 6175 6358 X X 5832
PI 340 340 106 299 639 446 1085
CI 0,3601 03718 0,3492 04705 04142 03706 0,3893
RI 0,5236 03616 04393 04281 04529 0356 03978

O gene CAD (Fig. 8) apresentou boa resolugdo da arvore de consenso com uma
unica politomia na base no posicionamento dos géneros de Anthomyiidae e Scathophagidae.
Muscidae foi apresentada distintamente monofilética com bom suporte de bootstrap. As
espécies amostradas permitem a identificagio de clados representativos de algumas
subfamilias e tribos de Muscidae. Phaoniinae apresenta-se em um relacionamento de grupo
irmdo com as espécies de Coenosiini. Reinwardtiini encontra-se no apice de um clado que
incorpora em sua base duas espécies de géneros considerados pertencentes a
Cyrtoneurininae, em disposi¢do parafilética. Muscinae inclui os géneros Ophyra e
Hydrotaea e apresenta Muscini peculiarmente dividida pelo posicionamento de Stomoxys,
(Stomoxyini).

COI (Fig. 9) apresenta uma resolu¢do limitada dos relacionamentos filogenéticos
entre as espécies amostradas. Muscidae encontrou-se em politomia com as duas espécies de
Anthomyiidae. Na base de Muscidae, 18 ramos encontraram-se sem definigdo de posi¢do. A
arvore de consenso distingue os Muscideos como unidade monofilética e dentro destes foi
capaz de apresentar Coenosiini, porém sem suporte consideravel de Bootstrap (<50%). As
espécies de Polietina (Muscini) tiveram seu relacionamento definido em um clado distinto.
Alguns poucos representantes de Muscini: Musca domestica, Ophyra albuquerquei e

Stomoxys calcitrans foram apresentadas como uma unidade monofilética.
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COII (Fig. 9) apresentou melhor resolu¢do dos ramos do que a de COI, porém com
posicionamentos andmalos como o grupamento de Muscina stabulans (Reinwardtiini),
Neomuscina inflexa (Cyrtoneurininae) e Pseudoptilolepis fulvapoda (Azeliini, Schuehli e
Carvalho 2005) com o género de Anthomyiidae FEustalomya sp. Muscidae ndo foi
reconhecido como grupo monofilético e a base da arvore é composta de 14 ramos
politdbmicos. As espécies de Polietina foram novamente agrupadas como clado distinto,
porém com duas espécies em politomia. Morellia xanthoptera e Ophyra albuquerquei foram
reconhecidas como unidade monofilética.

EF-loe (Fig. 11) também apresentou boa resolugdo, mas com relacionamentos
questionaveis. Duas politomias foram encontradas no posicionamento de Biopyrellia
bipuncta e Morellia ochricornis na base do clado das espécies de Polietina e outras trés
foram apresentadas entre as duas espécies de Helina e Phaonia tuguriorum e o clado
formado por Psilochaeta e Pseudoptilolepis. Ambos os géneros de Anthomyiidae foram
posicionados dentro do clado apical de Muscidae. O mesmo se deu para a espécie Fannia
canicularis. Os grupamentos representativos recuperados nesta analise limitam-se a
Coenosiini e ao clado das espécies de Polietina.

O consenso estrito das arvores individuais dos quatro genes revelou Polietina como
o unico clado distinto entre as demais politomias. Ainda assim, P. orbitalis e P. steini

apresentaram-se em politomia.
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Fig. 8. Consenso estrito das arvores de parcimdnia dos dados do gene CAD. Os numeros de
Bootstrap e Suporte de Bremer encontram-se apresentados, respectivamente, sobre e sob 0s
ramos a que se referem. Comprimento = 1831; CI =0,3992; RI = 0,5236.
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Fig. 9. Consenso estrito das arvores de parciménia dos dados do gene COI. Os numeros de
Bootstrap e Suporte de Bremer encontram-se apresentados, respectivamente, sobre e sob 0s
ramos a que se referem. Comprimento = 1740; CI =0,3718; RI =0,3616.
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Fig. 10. Consenso estrito das arvores de parciménia dos dados do gene COIIL. Os nimeros de
Bootstrap e Suporte de Bremer encontram-se apresentados, respectivamente, sobre e sob 0s
ramos a que se referem. Comprimento = 505; CI = 0,4059; RI =0,4393.
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Fig. 11. Consenso estrito das arvores de parcimonia dos dados do gene EF-1a.
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de Bootstrap e Suporte de Bremer encontram-se apresentados, respectivamente, sobre e sob
os ramos a que se referem. Comprimento = 1443; CI = 0,4705; R1 = 0,4281.
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As Figs. 12- 15 apresentam as arvores de ML construidas a partir da analise de cada
gene isolado. Os valores de comprimento de arvore para as analises de ML dos dados
individuais podem ser observados na Tabela 9. A arvore de ML para o gene CAD (Fig. 12)
foi a que apresentou os maiores comprimentos de ramo quando comparada com as demais
resolucdes. As espécies do género Polietina foram apresentadas como um grupo distinto em
todas as arvores de ML, porém com topologia bastante fragil nas arvores de CAD (Fig 12),
COII (Fig. 14) e EF-1a (Fig. 15) pelo pequeno comprimento de ramo, principalmente entre
as espécies P. prima e P. nigra.

A arvore de ML para o gene CAD (Fig. 12) apresentou —In likelihood = 9686,69577
e topologia bastante semelhante as encontradas com o emprego do critério de MP. A
diferenca apresentada foi a resolugdo do clado ((Philornis, Psilochaeta), ((Muscina,
Neomuscina) Pseudoptilolepis)) que na analise de MP posicionava Neomuscina na base. Os
comprimentos de ramo foram homogéneos sem nenhum taxon apresentando taxa de
evolugdo destacada do conjunto.

COI (Fig. 13) apresentou —In likelihood = 8428,09468 e os mesmos grupamentos
definidos pela arvore de consenso estrito de MP com excegdo do grupo Cordiluroides e
Neodexiopsis. Muscidae foi apresentado como grupo monofilético. A topologia apresentada
pela analise permite o reconhecimento de Cyrtoneurininae na base dos Muscidae.
Cordiluroides (Coenosiini)) e Limnophora (Limnophoriini) foram posicionados
peculiarmente entre os Phaoniinaes dividindo as duas espécies do género Phaonia. Muscina
(Reinwardtiini) e Neodexiopsis (Coenosiinae) apareceram inseridos em um grande grupo
composto pelas espécies de Muscinae e Reinwardtiinae.

Para COII (Fig. 14), os relacionamentos peculiares de componentes do grupo externo
posicionados dentro do grupo interno também foram notados na arvore de ML. O valor
apresentado de —In likelihood foi 2490,14392. Neomuscina e Eustalomya permanecem
agrupados e uma associagdo andmala de Anthomyiidae (Hylemya) e Muscidae
(Cyrtoneuropsis) apareceu na base da arvore. A associagdo Musca e Stomoxys também
encontrada nas analises de MP e ML do gene CAD encontrou-se presente na analise de
COIl. Neodexiopsis (Coenosiini) apresentou um comprimento de ramo distinto do conjunto

dos demais taxons. Seu posicionamento em um clado contendo representantes de
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Reinwardtiini, Limnophoriini e Phaoniinae ndo encontrou suporte em nenhuma outra
resolucdo dentre os genes estudados.

A resolucdo da andlise de ML para os dados de EF-loc (Fig. 15) apresentou —In
likelihood = 766775471 e novamente posicionamentos anOmalos para as espécies do grupo
externo. Os géneros de Anthomyiidae e Fanniidae compdem grupamentos heterogéneos com
os Muscidae: Helina e Phaonia (Phaoniinae), Pseudoptilolepis (Azeliini), Psilochaeta
(Reinwardtiini) e FEustalomya (Anthomyidae); e Biopyrellia, Morellia, Musca, Ophyra,
Polietina (Muscini), Cordiluroides (Coenosiini), Fannia (Fanniidae), Hydrotaea (Azeliini),
Hylemya (Anthomyidae), Phaonia (Phaoniinae), Stomoxys (Stomoxyini).

O clado composto pelas espécies de Polietina foi o inico grupamento comum a todas
as analises. Em um consenso estrito, o clado foi apresentado sem definigdo interna,

politdbmico com relagdo ao posicionamento de suas espécies.
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Fig. 12. Arvore de méaxima verossimilhanca dos dados do gene CAD. —In Likelihood =
9686.69577.
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Fig. 13. Arvore de méaxima verossimilhanca dos dados do gene COI. —In Likelihood =
8428.09468.
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Neodexiopsis sp.

Fig. 14. Arvore de maxima verossimilhanga dos dados do gene COIL. —In Likelihood =

2490.14392.
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Fig. 15. Arvore de maxima verossimilhanca dos dados do gene EF-1oc. —In Likelihood =
7667.75471.
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3.2.2 Andlises de MP dos dados combinados.

A analise combinada dos quatro conjuntos de genes sob o critério de MP resultou em
trés AMP de 5810 passos, CI =0,3893 ¢ RI =0,3978. O resultado do consenso estrito destas
arvores encontra-se apresentado na Fig. 16. A topologia da arvore de consenso apresentou
seis ramos politdmicos e altos valores de bootstrap. Os valores de suporte de Bremer
também foram altos em diversos niveis da arvore. A Tabela 10 apresenta os valores
particionados do suporte de Bremer. Considerando estes valores, CAD foi o gene de maior
participac¢do na definigdo da topologia apresentada seguido do EF-1oc, COII e COI. Alguns
genes apresentaram defini¢des conflitantes em diversos ramos da arvore como EF-loc e
COIl, CAD e COI, EF-1x e COI

A topologia apresentou os dois géneros representantes de Anthomyiidae como um
grupamento monofilético com alto suporte de bootstrap. Esta relagdo foi definida
principalmente devido a contribuigdo dos dados do EF-1cc (suporte particionado de Bremer
11,3). As espécies representantes de Coenosiini foram posicionadas em um clado em
conjunto com o conjunto das espécies de Phaoniinae compondo o clado monofilético
Coenosiini-Phaoniinae com bons valores de suporte de bootstrap e Bremer. Os Azeliinae
encontraram-se divididos: as espécies de Reinwardtiini formaram um clado monofilético
incorporando uma espécie de Cyrtoneurininae: Neomuscina inflexa e um Azeliini:
Pseudoptilolepis fulvapoda. As demais espécies de Azeliini encontraram-se inseridas dentro
do clado composto pelas espécies de Muscinae. Os clados encontrados Coenosiini +
Phaoniinae, Reinwardtiini € Muscinae + Hydrotaea sp. encontram-se em politomia.
Hydrotaea sp. foi posicionada como grupo irmédo de todas as demais espécies de Muscinae
com valor absoluto de bootstrap e consideravel suporte dos genes CAD e COII. Muscinae
apresentou-se composto de trés grupamentos monofiléticos dispostos em politomia € com
altos valores de suporte de bootstrap e Bremer. O primeiro deles foi o clado das espécies de
Polietina, o segundo grupo foi composto das espécies: Musca domestica e Stomoxys
calcitrans e o terceiro foi composto das espécies de géneros Biopyrellia e Morellia e da
espécie Ophyra albuquerugei. Morellia apresentou-se como género ndo monofilético.

A analise de MP através da aplicagdo do algoritmo ratchet resultou no mesmo

conjunto de arvores da busca anterior.
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| Cyrtoneurininae
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Fig. 16. Consenso estrito das trés arvores de parcimonia da analise combinada de todos os
genes. Os valores de bootstrap e suporte de bremer encontram-se, respectivamente,

sobre e sob os ramos. A letra em parénteses remete a tabela dos valores de suporte
particionado de Bremer (Tabela 10). Comprimento = 5810; CI =0,3893; RI = 0,3978.



Tabela 10
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Distribuig¢do dos valores de suporte particionado de Bremer por ramo da arvore de consenso

estrito da analise de maxima parciménia. BS - Suporte de Bremer.

Ramo CAD COl con EF-1a BS
A -2,0 3.3 -0,3 4,0 5,0
B -3,8 -2,7 -0,8 11,3 4,0
C 9,0 9.3 -3.3 2,0 17,0
D 14,0 1.3 -1,3 11,0 25,0
E 8,0 -1,7 -0,3 -4,0 2,0
F 4,0 -2,7 32 -2,5 2,0
G 290 -0,7 0,2 27,5 56,0
H 9,0 1.8 0,2 1.0 12,0
I 8.5 3.3 0,7 22,5 350
J 5,0 0,3 12,7 2,0 20,0
K 14,0 3.3 0,7 -2,0 16,0
L 43,0 23 37 -35,0 14,0
M 8,0 -4,7 0,2 -0,5 3,0
N 3,0 -4,7 2.7 0,0 1.0
O 8,0 -1,7 1.7 -2,0 6,0
P 7.0 0,3 -0,3 0,0 7.0
Q 26,5 5.8 22 8.5 43,0
R 0,0 3.3 0,7 3,0 7.0
S 34 21,3 5.5 4.8 350
T 18,3 -5,7 -1,3 1.7 13,0
U 2,0 5.3 -0,3 1.0 8,0
v 10,3 -6,7 -1,3 0,7 3,0
X 30,0 -9,7 8.2 4.5 330

3.2.3 Analises de MI. dos dados combinados.

A analise de ML dos dados combinados (Fig. 17) resultou em uma arvore com -In

likelihood = 29175.69159. Anthomyiidae e Muscidae foram apresentados como clados

monofiléticos. O restante da arvore assemelha-se a resolugdo apresentada na analise

combinada de MP. As diferengas foram apresentadas na resolugdo de pontos politdmicos da

arvore de MP. O clado Cyrtoneuropsis + Limnophora encontrou-se inserido como grupo

irmdo do grupamento Reinwardtiini da analise combinada de MP. O grupo irmao que foi

relacionado a este ultimo grupamento foi o grupo Coenosiini + Phaoniinae. Ophyra e

Hydrotaea foram inseridos em Muscinae como na analise de MP. Hydrotaea na base de

todos os Muscinae seguida do clado Stomoxys + Musca. Os dois clados apicais de Muscinae
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foram compostos pelo conjunto das espécies de Polietina e o outro pelos grupamentos

Biopyrellia + Morellia ochricornis e Ophyra + Morellia xanthoptera.
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0.1

Fig. 17. Analise de maxima verossimilhanga combinada de todos os genes. Os valores de

bootstrap e valores de suporte (suporte do puzzling) encontram-se, respectivamente, sobre e
sob os ramos. -Ln likelihood = 29175.69159.
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3.2.4 Inferéncia bayesiana dos dados combinados.

A inferéncia bayesiana teve os valores de likelihood estabilizados com cerca de
7.000 geracdes (Fig. 18). A inferéncia bayesiana do conjunto de dados combinados resultou
em uma arvore de topologia idéntica a apresentada na analise de ML (Fig. 19) com um valor
médio de —In likelihood = 28874,839. Os comprimentos de ramos foram relativos a média
da densidade da probabilidade posterior e os valores de probabilidade do ramo sio
apresentados sobre estes (Fig. 19). A maioria dos clados apresentou probabilidade maxima
com exce¢do do clado formado pelas duas espécies de Anthomyiidae (58%); clado
((Cyrtoneuropsis, Limnophora) Reinwardtiini)) (84%); clado Pseudoptilolepis + Muscina
(87%); clado (Polietina ((Biopyrellia, Morellia ochricornis)(Morellia xanthoptera, Ophyra
albuquerqueri))) (98%) e clado Biopyrellia + Morellia cochricornis (88%).

-28000 +

-29500 - 0000""
-31000 - °

32500 | °®

-34000 -

-35500 +

'37000 T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Fig. 18. Grafico apresentando o valor de —In /ikelihood das arvores em cada geragdo da
inferéncia bayesiana. Eixo x = gerag¢des, eixo y = -In likelihood.
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Fig. 19. Inferéncia bayesiana combinada de todos os genes. A média da densidade da
probabilidade posterior é representada nos comprimentos de ramos e os valores de
probabilidade sdo apresentados sobre estes. Valor médio de —In likelihood = 28874,839.
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3.2.5 Consenso entre andlises.

O consenso estrito das trés propostas: arvore de consenso das AMPs (MP), arvore de
ML e arvore consenso da inferéncia bayesiana resultou na topologia apresentada na Fig. 20.
Esta arvore apresenta os pontos de incongruéncia entre as trés hipdteses. Estes pontos
consistiram basicamente na defini¢do dos relacionamentos entre os clados Cyrfoneuropsis +
Limnophora, Coenosiini + Phaoniinae, Reinwardtiini € Muscinae. Os componentes de
Reinwardtiini também foram apresentados como elementos de topologia conflitante. Além
dos componentes de Reinwardtiini, os clados internos de Muscinae, com exce¢do do
posicionamento de Hydrotaea como género basal também foram apresentados como
conflitantes nas trés propostas apresentadas.

As comparag0es entre as resolugdes apresentadas nos diversos consensos das arvores
mais parcimoniosas (AMPs) individuais e combinadas podem ser observadas na Tabela 11 e

os diferentes grupos recuperados nas diversas analises podem ser observados na Tabela 12.
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Fig. 20. Consenso estrito das arvores de maxima parcimonia, maxima verossimilhanga e

inferéncia bayesiana.
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Tabela 11
Comparagdes entre as resolugdes apresentadas nos diversos consensos das arvores mais
parcimoniosas (AMPs) provenientes de diferentes conjuntos de dados. TODOS = analise
combinada de todos os dados. MP = Maxima ParcimoOnia

consenso AMPs ramos resolvidos Ramos presentes

na arvore
combinada de
MP
CAD 24 9
EF-1cc 21 6
COI1 7 4
con 12 3
CAD + EF-1x 18 7
COI + COoIl 18 7
TODOS 22 X
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Tabela 12
Grupos recuperados nas diferentes analises. MP = maxima parcimoénia; ML = maxima verossimilhanga; Com = dados combinados;
COI e COII = Citocromo Oxidase I e II; EF-1cc = Fator de Alongamento — 1oc; BY = bayesiana; CON = consenso MP, ML e BY.
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M - recuperado como grupo monofilético

M1 — recuperado como grupo monofilético com inclusdo de 1-2 espécies de outras subfamilia(s)/tribo(s)

P — grupo néo resolvido, politdmico

N — grupo parafilético

Azeliini, Limnophorini e Dichaetomyiinae nio foram apresentados por necessitarem de maior amostragem



73

4.Discussio

4.1 Caracteristicas das seqiiéncias

As divergéncias relacionadas a origem da familia e dos principais grupos de
Muscidae tém sido tentativamente posicionadas em diversos periodos. O primeiro, baseia-se
unicamente na interpretagdo do registro fossil. Pont e Carvalho (1997) descreveram o
primeiro féssil proveniente de um deposito de ambar Dominicano, cerca de 15-20 milhdes
de anos atras (ma.), no estagio Burdigaliano do Mioceno. Evenhuis (1994) identificou um
fossil mais antigo datado do Eoceno. Outra interpretacdo sugere um periodo anterior
baseado em padrdes biogeograficos da distribuigdo de Muscidae. Carvalho (1999), Couri e
Carvalho (2003) e Nihei e Carvalho (2004) basearam-se em modelos de vicaridncia
(Amorim e Pires 1996, Petri e Fulfaro 1983, Pitman et al. 1993, Lundberg ef al. 1998 e
Frailey 2002) para o estabelecimento de hipoteses de origem Gondwanica (135-106 ma.)
para Muscidae-Anthomyiidae. A datagdo do registro fossil de um Muscidae (Pont e
Carvalho 1997) e de um Anthomyiidae (Amorim e Silva 2002) de ambar dominicano foi
considerada frente ao posicionamento da placa do Caribe. Durante o0 Mioceno-Oligoceno a
placa do Caribe ja quase ocupava sua posi¢do atual. Logo, a separagdo da placa do Caribe
tomada como evento vicariante indica origem anterior aos propostos 20 ma. Nihei e
Carvalho (2004) apontam um intervalo de 25 a 80 ma. para idade minima do surgimento de
Anthomyiidae.

Os genes utilizados deveriam apresentar a caracteristica de serem conservados o
bastante para permitir o acesso a informagdo de nivel taxondomico mais alto para a distingdo
de Muscidae dos demais muscoideos e de apresentarem um numero suficiente de variagio a
ponto de permitir a distingdo entre relacionamentos mais recentes como entre espécies e
géneros. Os genes escolhidos cumpriram estas exigéncias recuperando os dois extremos de
informagdo. O gene CAD ¢é conhecido por sua capacidade de resgate de divergéncias
datadas do Mesozoico (65-250 ma.) (Moulton e Wiegmann 2004). No presente estudo as
analises de MP dos dados das sequéncias de CAD foram capazes de resolver mesmo

relacionamentos entre espécies de um mesmo género.
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Os genes COI e COII tém sido amplamente utilizados para diversos niveis de
divergéncias taxondmicas. Diversos autores, entretanto, advertem que os dados podem ser
saturados para niveis taxondmicos mais altos (Simon et al 1994, Bernasconi et al. 2000b). A
capacidade de resolu¢do dos genes COI e COII particularmente para o presente estudo
mostrou-se bastante precaria para acesso de informagdes taxonOmicas mais antigas. COI
desempenhou melhor eficiéncia quando comparado a COIl mesmo este apresentando maior
numero de PI. COI e COII apresentaram-se, baseado em seus valores de coeficiente de
determinagio (R?), como os genes de comportamento mais compassado (clocklike) em seus
valores de tv (Fig. 5 b e c; Tabela 7). Quando comparados com os demais genes, COI e
COII mostram-se como os mais adequados para estimativas de tempo de divergéncia em
estudos de relogio molecular. O niimero de substitui¢des comparado ao tempo relativo (taxa
de divergéncia) (Fig. 5 e Tabela 7) indica ainda uma evolugdo rapida para COI e EF-1, o
primeiro com maior numero de tv e o segundo de ti, seguidos de CAD e COIL.

O EF-1« é conhecido como um gene de evolugdo bastante rapida na terceira posi¢ao
do cédon (Yang et al. 2000, Collins e Wiegmann 2002). No entanto, outras posi¢des podem
reter consideravel grau de informagio filogenética para relacionamentos mais antigos. Este
alto grau de substitui¢des na terceira posi¢do pode conduzir a um maior nivel de ruido
mascarando a informacdo contida no gene. Esta quantidade de ruido pode ser notada nos
relacionamentos andémalos apresentados na analise particular dos dados de EF-1oc. Relagdes
taxondmicas de nivel mais alto, como as rela¢des entre os taxons de Muscoidea aparecem
com topologias controversas. Entretanto, relacionamentos recentes sdo recuperados com
eficiéncia da mesma forma como nos dados do gene CAD.

CAD foi o gene que apresentou a melhor propor¢do de PI por comprimento de
sequéncia (Tabela 4) sendo o gene mais informativo para parcimoénia dentro do conjunto
examinado. Esta proporgdo pode ser visualizada na resolugdo fornecida pelas analises dos
dados dos genes individuais (Fig. 8) e nos valores de suporte de Bremer particionados
(Tabela 12) para a arvore de MP dos dados combinados (Fig. 16).

Ha algum tempo a caracteristica de uma composi¢do rica em A + T para o genoma
mitocondrial tem sido apresentada em diversos niveis dentro de muitos grupos de
invertebrados protostomados e particularmente em algumas ordens mais derivadas de

insetos (Simon et al. 1994 e Sperling e Hickey 1994). Esta tendéncia é corroborada nos
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valores de composi¢do do conteido A + T principalmente na terceira posi¢gdo do codon para
os genes mitocondriais COI e COII (Tabela 5 e 6). Os demais genes apresentam conteudo

homogéneo de bases em todas as posi¢des dos codons.

4.2 Propostas anteriores

A viabilidade de comparagdo entre as propostas anteriores dependeu da nova analise
dos caracteres apresentados, sob os mesmos critérios e algoritmos. Na estratégia original de
Carvalho (1989b) a arvore foi apresentada enraizada através de um unico tdxon ancestral
sumarizando as familias Fanniidae, Calliphoridae e Anthomyidae. Esta sumariza¢do dos
elementos do grupo externo em uma unica unidade taxondémica na matriz impede
consideragdes mais conclusivas sobre a monofilia de Muscidae e principalmente a expansao
da hipotese de relacionamentos filogenéticos entre Muscidae e Muscoidea. A re-analise da
matriz, incluindo este grupo-externo, resultou em 126 AMPs de 83 passos CI = 0,5422 e RI
=0,7467 (Fig. 6) enquanto a analise original apresenta 100 AMPs de 85 passos e CI = 0,529
(RI ndo informado). Esta diferenga no numero de AMP pode estar relacionada com as
diversas mudangas no algoritmo de busca heuristica do software PAUP que potencializaram
sua capacidade de busca. A apresenta¢do de um consenso destas arvores encontradas na
busca heuristica permite a visualiza¢io da capacidade de resolu¢do da matriz. Os resultados
da re-analise trazem importantes consideragdes sobre a proposta baseada em dados
morfologicos de Carvalho (1989b). As maiores divergéncias encontram-se no
posicionamento de Atherigona, ndo mais na base do cladograma, mas inserida entre
Reinwardtiini, Azeliini e Muscinae; em Muscinae que incorporou dois géneros de
Reinwardtiini em sua base; e na politomia entre os ramos Achanthiptera, o clado
(Phaoniinae (Coenosiinae, Mydaeinae)) e o clado formado pelos Azeliinae e Muscinae.

O género monobasico Achanthiptera ja foi considerado como uma das tribos de
Phaoniinae. Hennig (1965) apresentou o género como um dos Muscidae mais basais, ou
“pertencendo aos Muscidae mais originais” considerando a conservagdo do 6° par de
espiraculos abdominais na fémea e caracteristicas do ovipositor. Hennig (1965) menciona o
comum posicionamento de Achanthiptera entre os Phaoniinae como uma hipdtese fragil
tendo em vista seu entendimento de Phaoniinae como um grupo ndo monofilético. A

consideragdo sobre o posicionamento basal de Achanthiptera e a corroboragdo da
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interpretagdo dos caracteres apresentados por Hennig (1965) depende de uma amostragem
de um grupo externo mais consistente. A arvore da Fig. 6 encontra-se, apesar de organizada
como tal, sem raiz sendo a posi¢do de Achantiptera func¢do da inclusdo de um grupo-
externo.

Hennig associou Muscinae a Hydrotaeini baseando-se na estrutura do ovipositor
feminino. Este grupamento Hydrotaeini indicado no trabalho de Hennig (1965) compreende
diversos géneros posicionados na classificagdo de Carvalho (1989b) em Azeliini. Logo, a
topologia da re-analise é coerente com a idéia hennigiana de Hydrotaeini (representada no
grupamento Azeliini) como grupo relacionado a Muscinae.

A distingdo de Atherigona como Atherigoninae foi proposta na classificacdo de
Skidmore (1985). Anteriormente a sua proposta, Ahterigona foi inclusa em Coenosiinae
(Roback 1951) posigdo questionada por Hennig (1965), baseado principalmente em
caracteristicas do ovipositor. Hennig (1965), apresenta como alternativa Unica o
posicionamento de Atherigona como um género plesiomorfico de Phaoniinae. A re-analise
da matriz de Carvalho (1989) ndo permite associagdo deste género com Phaoniinae ou
Coenosiinae e ndo fornece subsidios para considera¢des sobre o posicionamento basal na
arvore.

Na re-analise de Couri e Carvalho (2003) (Fig. 7), Stomoxys é apresentado ndo mais
entre os Muscinae, mas associado a Dichaetomyinae. Este resultado contrasta com as
hipéteses de posicionamento de Stomoxys que o apresentam como associado a Muscinae
(e.g. Roback 1951, Hennig 1965, Carvalho, 1989, Carvalho e Couri 2002, Schuehli et al.
2004). Uma analise forcando o posicionamento de Stomoxys na base de Muscinae
[Constraints Muscinae = (((((Morellia, Musca) Polietina) Stomoxys)))] com os mesmos
parametros descritos para a busca heuristica da re-analise conduziu a 2 arvores de 159
passos (CI = 0,3962 e RI = 0,6534), um passo a mais do que o comprimento da arvore
resultante da re-analise e valores de CI e RI bastante proximos. Provavelmente o carater 26
(apresentado como sinapomorfico para Muscinae na arvore original) no estado especificado
como missing-data possa estar confundindo a analise na consideragdo ambigua deste estado.
Nesta situagdo, o software atribui um estado que reflita a op¢io mais parcimoniosa e nio
necessariamente o estado real. No clado onde aparece inserido na re-analise, os caracteres

17 e 20 que também sdo sinapomorficos para Muscinae aparecem em homoplasia como
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sinapomorficos para Dichaetomyinae. Desta forma, justifica-se o posicionamento andmalo
de Stomoxys em Dichaetomyinae pela interpretacdo dubia do carater 26 (sem estado definido
para o taxon) e pelo aparecimento homoplastico dos demais caracteres sinapomorficos de
Muscinae em Dichaetomyinae.

A topologia da re-analise corrobora em sua grande maioria a topologia apresentada
na analise original. E util na apresentaco de grupos de resolu¢do mais fragil como o grupo
Dichaetomyinae. A topologia de Dichatomyinae na proposta original dificulta o emprego
deste clado, em particular, para a confirmag¢do do padrdo de distribuicio Gondwanico e da

provavel origem Gondwanica de Muscidae.

4.3 Grupo externo

Existem algumas hipoteses que buscam esclarecer as relagdes filogenéticas entre os
grupos constituintes de Muscoidea, Muscidae, Anthomyiidae, Fanniidae e Scathophagidae.
Mas poucas apresentaram uma amostragem necessaria ou critérios adequados para o
estabelecimento de uma hipotese robusta onde o grupo irmido de Muscidae pudesse ser
apresentado. Roback (1951) organizou as relagdes entre os Muscoidea apresentando
Muscidae como grupo irmio de Fanniidae e estes dois como grupo irmdo de Anthomyiidae.
Em sua concep¢ido, Anthomyiidae incluia Scathophagidae como uma subfamilia,
Scopeumatinae. Hennig (1955) apresentou concordancia com a hipdtese de Roback (1951),
porém mais tarde (Hennig 1965) reconsiderou o status de familia atribuido a Fanniidae por
Roback (1951) apresentando-os como subfamilia (Fanniinae) de Muscidae. A despeito do
status taxondmico, Hennig (1965) manteve a hipotese sobre o relacionamento de grupo
irmio entre Fanniinae e Muscidae estrito senso. Pont (1986) posiciona Fanniidae como
grupo irmao de todo o conjunto de Muscoidea ou mesmo Calyptratae, colocando em duvida
a homologia do critério hennigiano de associa¢do aplicado a Muscidae e Fanniidae: o
encurtamento da primeira veia anal. Esta idéia do posicionamento de Fanniidae encontrou
corroboragdo no trabalho filogenético baseado em RNA ribossomal publicado por
Vossbrinck e Friedman (1989). A proposta de McAlpine (1989) considerando Fanniidae
como o grupo irmio de Muscidae ndo foi baseada em uma abordagem numérica, sendo
passivel de contestagdo. Michelsen (1991) apresentou uma nova hipotese considerando

Anthomyiidae como grupo irmdo de Muscidae baseando-se na caracteristicas atribuidas ao
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plano-basico de Muscidae e Anthomyiidae: presen¢a de cerdas interfrontais na fémea e
sétulas no macho e a composi¢do da terminalia masculina. Uma analise molecular baseada
em sequéncias mitocondriais de COI e COII (Bernasconi et al. 2000b) apresentou uma
hipotese controversa posicionando (((((Calliphoridae, Scathophagidae) Anthomyiidae)
Drsosophilidae) Muscidae) Fanniidae). O suporte filogenético para o clado Calyptratae é
reconhecido como mais forte do que para qualquer outro grupo de Schizophora (Yeates e
Wiegmann 1999). Desta forma o posicionamento apresentado por Bernasconi (2000b) de
Drosophilidae (Acalyptratae) em meio aos Calyptratae ndo encontra suporte em nenhuma
outra proposta para Muscoidea. O poder de resolugdo das porgdes dos genes estudados
(COI, tRNA-Leu, COII) ¢ apontado pelo proprio autor (Bernasconi 2000b) como ndo
adequado para filogenias de altos niveis taxondmicos. Recentemente a analise filogenética
de Couri e Carvalho (2003) para Muscidae incluiu como grupo externo dois Anthomyiidae.
Tais posicionamentos reforcam a visdo de que o completo entendimento das relagdes
filogenética entre os Muscoidea encontra-se longe de ser alcangado (Michelsen 1991) e
depende de maiores esfor¢os amostrais e técnicas de analises apropriadas.

A utilizagdo de representantes das quatro familias componentes de Muscoidea
(Anthomyiidae, Scathophagidae, Fanniidae e Muscidae) na presente analise é razoavel para
permitir a proposta de monofilia de Muscidae e util para o enraizamento das arvores. Porém,
o esclarecimento entre as relagdes destes elementos de Muscoidea depende da inclusdo de
taxons externos relativos ao universo de Muscoidea, como por exemplo, representantes de
Tachinidae ou Calliphoridae. Portanto, a resolugdo das relagdes filogenéticas entre
Muscoidea encontrou-se fora do escopo principal deste trabalho. Os grupos-externos
trabalhados encontram-se apresentados neste trabalho sempre com Scathophagidae como
taxon mais basal. Esta decisdo ndo reflete de forma alguma um posicionamento ou hipotese

para as relagdes entre Muscoidea.

4.4 Andalises individuais e combinadas

A importancia da utilizagdo de diversas fontes de informagéo filogenética tem sido
cada vez melhor compreendida na medida em que numerosos estudos utilizando parti¢des de
dados tém demonstrado as limitagdes inerentes as partigdes unicas para a reconstrugio

filogenética (Cao ef al. 1994, Olmstead e Sweere 1994, Cummings et al. 1995, Baker e
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DeSalle 1997, Baker et al. 2001). A utilizagdo dos quatro conjuntos de dados neste trabalho
reforga esta importancia e enfatiza a limitagdo presente mesmo em conjuntos de dados
relativamente grandes. Com 1085 caracteres filogeneticamente informativos, a matriz
apresentada para Muscidae € maior do que qualquer outra abordagem molecular em
Muscoidea. O fato das arvores combinadas resultantes apresentarem poucos ramos nao
resolvidos e altos valores de suporte para os ramos apresentados € encorajador. A
congruéncia das topologias resultantes com as hipdteses morfoldgicas também reforga a
validade do emprego de um conjunto diverso de caracteres para a analise filogenética. No
entanto, alguns ramos ainda apresentam-se sem defini¢io e/ou baixo grau de suporte
sugerindo a necessidade de outras ferramentas para o acesso e resolugdo dos
relacionamentos filogenéticos para estes taxons.

Na medida em que aumentamos a quantidade de dados em um estudo sistematico, as
questdes relacionadas a analise se tornam cada vez mais complexas e controversas (Baker ef
al. 2001). A possibilidade de combinagdo destes dados tem recebido atengdo especial tanto
em estudos tedricos (Bull ef al. 1993, Eernisse e Kluge 1993, Miyamoto e Fitch 1995, Nixon
e Carpenter 1996, DeSalle e Brower 1997) quanto em estudos empiricos (Baker e DeSalle
1997, Cunningham 1997a, 1997b, Miller et al. 1997, Davis et al. 1998, Baker et al. 2001). A
principal ferramenta de analise da congruéncia entre diferentes conjuntos de dados tem sido
o teste de homogeneidade de parti¢do (ILD). Este teste tem sido utilizado amplamente em
diversos estudos filogenéticos como critério para a combinagdo ou rejeigdo da combinagdo
dos dados.

Em nosso estudo, o teste ILD apontou os conjuntos das parti¢des de dados nucleares
(CAD e EF-1c); mitocondriais (COI e COII); nucleares e mitocondriais (CAD, EF-1x e
COI, COII); CAD e COI;, CAD e COII, EF-1x e COI; EF-1c e COI; EF-1 e COII e todos
os conjuntos (CAD e EF-1« e COI e COII) como significativamente incongruentes (p= 0,01
<0,05).

O significado exato de um resultado significativo do teste ILD entre parti¢des foi
recentemente apontado como ambiguo por Felsenstein (2004). Podemos remeter a
simulagdes apresentadas por Dolphin er al. (2000), Downton e Austin (2002), Darlu e
Lecointre (2002) e Baker e Lutzoni (2002) onde se concluiu que taxas desiguais de evolugdo

em diferentes conjuntos de dados, utilizando a mesma arvore, poderiam resultar em uma
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elevada taxa de rejeigdo da hipdtese nula. Flook er al (1999) demonstraram que a
combina¢do de conjuntos de dados com taxas de evolugdo variadas conduziram a melhores
resultados do que a analise dos conjuntos individuais separadamente. O poder do teste ILD
como critério de combinagdo tem sido seriamente criticado. O efeito do ruido em cada
conjunto de caracteres pode, por si mesmo, gerar resultados altamente significantes em
testes de ILD (Dolphin et al. 2000).

As simula¢des e analises de dados empiricos apresentaram como argumento
principal uma taxa excessiva de erro do tipo I quando o teste ILD foi aplicado como
ferramenta de detecgdo de incongruéncia (Cunningham 1997a e b, Stanger-Hall e
Cunningham 1998, Dolphin et al 2000, Yoder et al. 2001, Barker e Lutzoni 2002, Darlu e
Lecointre 2002). Disparidades entre niveis de homoplasias entre os conjuntos de dados pode
ser a causa deste tipo de comportamento.

Para situagdes onde o grau de incongruéncia significativo entre partigdes €
apresentado através do teste ILD, como em nosso trabalho, estas particdes podem ndo
apresentar historias filogenéticas diferentes mas sim diferentes niveis de resolugdo
filogenética de uma mesma arvore, ou seja, os diferentes conjuntos de caracteres sdo uteis na
resolucdo de nodos em diferentes niveis da arvore nao implicando em histoérias filogenéticas
distintas (Felsenstein 2004). Desta forma, a combinac¢io de dados heterogéneos pode ser
uma estratégia eficiente para aumento da acuracia de uma analise (Baker e Lutzoni 2002).

Acreditamos que a analise combinada minimiza erros de amostragem e maximiza o
poder explanatorio dos dados (Kluge 1989, Kluge e Wolf 1993). O maior nimero de
caracteres alcangado pela combinac¢do dos conjuntos de dados pode facilitar a recuperagdo
ou o aumento do suporte de clados verdadeiros. A probabilidade de erros estocasticos nesta
abordagem € menor do que quando os dados sdo analisados separadamente. Mesmo quando
os diferentes conjuntos de dados sdo diagnosticados como homogéneos através do teste ILD,
estes podem conduzir a diferentes topologias quando analisados separadamente (Johnson e
Soltis 1998).

Estas consideragdes nos levaram a assumir o teste de ILD como um possivel
indicador de homogeneidade em situagdes especiais especificas, porém invalido como

critério de rejei¢do da combinagdo de parti¢des (Barker e Lutzoni 2002).
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A analise individual dos dados das partigdes apresenta a redu¢do do poder de
resolucdo dos dados refletidos no grau de resolu¢do das arvores. Este poder de resolugdo
deve ser ponderado na habilidade de recuperagido de grupos compativeis.

CAD apresenta o maior grau de resolu¢do dentre as arvores das analises de MP
individuais. CAD foi apresentado como gene apropriado para recuperagdo de informagdes
de divergéncias do Mesozoico (Moulton e Wiegmann 2004). A analise particular da parti¢do
CAD apresenta uma resolucdo satisfatoria para todos os niveis de relacionamentos em
Muscidae. A proposta de idade minima de 20 ma. para Muscidae implicaria na hipotese de
que esta porgdo utilizada de CAD seria atil na resolugdo de relagdes em uma faixa de 250
até 20 ma. Esta capacidade € pouco provavel tendo em vista as caracteristicas do gene que
ndo indicam saturagdo (Moulton e Wiegmann 2004). Este resultado confronta a hipotese de
origem de Muscidae no Mioceno-Oligoceno e sugere suporte as hipoteses de origem mais
antiga (Carvalho 1999, Couri e Carvalho 2003 e Nihei e Carvalho 2004).

EF-la também apresenta elevado grau de resolu¢do de arvore, porém seus
grupamentos apresentam combinagdes duvidosas associando espécies de diferentes familias.
A arvore individual de ML para EF-1a (Fig. 15) demonstra o pequeno suporte que os dados
oferecem a resolu¢do apresentada, o que explica algumas associagdes conflitantes
apresentadas na resolucdo de parcimonia. Estes resultados remetem a alta taxa de evolugdo
apresentada na terceira posi¢do dos cddons para o gene EF-1a (Yang ef al. 2000, Collins e
Wiegmann 2002). Esta taxa pode explicar a alta frequéncia de PI (77,9%) encontrada
distribuida na terceira posi¢do dos codons como indicativo de um alto numero de caracteres
homoplasticos resultado de multiplas substitui¢des. A Fig. 5 apresenta tendéncias diferentes
de valores de ti e tv para este gene. FEstas diferencas residem em diferentes taxas de
evolugdo para diferentes posi¢cdes nos codons. A exclusdo das terceiras posi¢des conduz a
topologias com um maior numero de clados ndo resolvidos, principalmente aqueles que
apontam hipéteses de relacionamentos recentes como o grupo de espécies de Polietina ou o
clado Morellia xanthoptera e Ophyra. Este resultado indica a presenga significativa de
caracteres homologos na terceira posi¢do, uteis na distingdo destes relacionamentos
filogenéticos recentes. Quando combinado com os demais dados, EF-la foi capaz de
detectar relacionamentos de nivel taxonomico mais alto como a definicdo do clado

Anthomyiidae onde EF-la apresenta o maior valor de suporte particionado de Bremer
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(11,3). O novo posicionamento de Fannia também ¢ congruente tom os dados de EF-1a
(suporte particionado de Bremer = 4) em um contexto de analise combinada. Na analise
individual, Fannia foi posicionada dentro de Muscidae com suporte de Bootstrap 65 e
suporte de Bremer = 3. Na analise individual EF-1a apresentou suporte para 6 ramos da
arvore combinada (Tabela 11). No contexto da matriz combinada, EF-1o apresentou suporte
positivo para 22 ramos da analise (Tabela 10, suporte particionado de Bremer > 0). Este
resultado justifica a combinagdo de dados mesmo em uma situagdo de ILD significativo. A
analise individual do gene nio permitiu distingdo de caracteres homoplasticos de forma
eficiente como aconteceu no contexto da matriz combinada, onde neste caso, recuperou com
suporte positivo diversos relacionamentos antes ndo apresentados.

Os dados de COI foram capazes de reconhecer relacionamentos mais antigos, mas
apresentaram dificuldade na recuperagdo de informacgdes filogenéticas mais recentes. O gene
COI tem sido considerado como o gene mais conservado dentre os genes codificadores de
proteina do genoma mitocondrial (Simon er al. 1994, Bernasconi 2000b). Com
relativamente pouca informagdo filogenética disponivel os relacionamentos recuperados
através da analise individual de ML foram, em certo grau, incongruentes em suas relagdes
internas com os resultados das analises combinadas. COII apresentou uma maior capacidade
de resgate de relacionamentos recentes, mesmo sendo considerado um dos genes
codificadores de proteina mais conservado do genoma mitocondrial. O resgate dos
relacionamentos recentes apresentados pela analise de COII considerou artefatos capazes de
deslocar o posicionamento dos grupos externos para dentro de grupamentos de Muscidae. A
analise de ML foi capaz de resgatar muito da topologia combinada, mesmo sendo o gene
COII o que apresentou o menor numero de caracteres totais e PI dentre o conjunto de dados.
Este resultado reflete resultados obtidos em comparag¢des entre diversos métodos de
investigacdo filogenética em simulag¢des, onde, a maxima verossimilhanga desempenhou um
grau de acuracia superior ao apresentado pela parcimonia (e.g. Wiens e Servedio 1998).

A combinagdo de genes de evolug¢do mais lenta como COI com genes de evolugao
mais rapida como COII confirma a expectativa de uma resolugdo mais consistente (Tabela
11) e bem suportada. Esta combinagdo de dados € o ponto central na obtengdo de hipoteses

filogenéticas mais robustas (Cryan et al. 2001).
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O conjunto de caracteres resultante da combinacgdo dos dados das quatro partigdes
conduziu a topologias semelhantes sob os diferentes critérios de analise utilizados,
indicando um bom sinal filogenético contido na matriz combinada. Os grupos recuperados
descritos no consenso estrito das propostas de MP, ML e inferéncia bayesiana demonstram

esta congruéncia (Fig. 20, Tabela 12).

4.5 Consensos entre andlises

As arvores de MP, ML e inferéncia bayesiana apresentaram topologias congruentes
com diversas hipoteses evolutivas publicadas para Muscidae.

Phaoniinae, um dos grupos taxondmicos mais complexos em sua definigdo, é
apresentado como grupo seguramente monofilético. Hennig (1965) apresentava Phaoniinae
com bastante ressalva. Para Hennig, os cercos esclerotinizados com extremidades livres,
sobressaindo da placa pds-genital ndo eram caracteres seguros para o estabelecimento da
subfamilia como grupo natural. Couri e Carvalho (2003) identificaram o carater
homoplastico — auséncia de cilios no esternito — 1 como sinapomorfia para os dois
representantes de Phaoniinae, Dolichophaonia e Souzalopesmyia, em sua analise. Este
estado também se encontrou presente (Couri e Carvalho 2003) nos representantes de
Coenosiini (Coenosia, Neodexiopsis), Limnophorinii (Limnophora) e Mydaeinae (Mydaea).
Porém, esta similaridade ndo foi suficiente para relacionar Phaoniinae com estas outras
subfamilias, Mydaeinae e Coenosiinae. Skidmore (1985) apresentou Coenosiinae como a
subfamilia mais complexa de Muscidae e que s6 era dificilmente diferenciada de Mydaeinae
com base em morfologia de adultos. O relacionamento de proximidade entre estas
subfamilias havia sido proposto no estudo de Hennig (1965) que atribuia caracteres que
considerava plesiomorficos (na unidade Muscidae), como cerda fronto-orbital proclinada
presente na fémea e segmento distal do edeago em forma de um saco membranoso, como
caracteristicas gerais do conjunto Phaoniinae + Mydaeinae + Limnophorinae. Curiosamente
a analise de MP dos caracteres combinados, apresentou Phaoniinae como grupo irméo de
Coenosiini. A falta de um representante de Mydaeinae com seqiiéncias para todos os genes
em estudo em nossa analise impediu qualquer considera¢do sobre o posicionamento deste
grupo com rela¢do aos demais Muscidae. A auséncia de cilios no esternito 1 para justificar a

relacdo de Phaoniinae com Coenosiinae + Mydaeinae no trabalho de Couri e Carvalho
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(2003) deve ser revisado como possivel sinapomorfia para este grupo mais amplo. Toda a
consideragdo sobre o posicionamento de Phaoniinae assim como a monofilia da familia
depende de um estudo mais amplo. Phaoniinae € um grupo diverso composto de varios
géneros de distribuicdo mundial que sdo apontados como provaveis agregados de diferentes
géneros. Desta forma, as conclusdes do presente estudo ficam submetidas primariamente a
uma ampla revisdo desta subfamilia.

Uma analise filogenética morfologica da subfamilia Coenosiinae foi apresentada em
Couri e Pont (2000). Um unico carater foi encontrado para a justificativa de um grupamento
Coenosiini monofilético. Um grande niimero de arvores mais parcimoniosas foi obtido (115)
mesmo com a aplicagdo da estratégia de pesagem sucessiva (aplicando o indice de
consisténcia) o que indica a necessidade de uma investigagio mais criteriosa para o
posicionamento dos géneros dentro da subfamilia e um estudo mais amplo para a
corroboracdo de seu estado monofilético. Nossa analise apresenta apenas dois componentes
da subfamilia, mas que seguramente se apresentam como uma unidade monofilética. Os
géneros Cordiluroides e Neodexiopsis foram posicionados como unidade monofilética em
todos os cladogramas resultantes da analise conjunta dos genes (maxima parcimdnia,
maxima verossimilhanga e inferéncia bayesiana).

Snyder (1954) erigiu a subfamilia Cyrtoneurininae, que foi apresentada por Hennig
(1965) como um grupo monofilético. No cladograma apresentado por Hennig (1965)
Cyrtoneurininae foi uma das duas subfamilias de Muscidae apresentadas como incertae
sedis. Recentemente, varios trabalhos tém apontado Cyrtoneurininae como um grupo nao
monofilético (Skidmore 1985, Carvalho 1993 et al., Couri e Carvalho 1997, Carvalho 2002)
com varios de seus géneros sendo transferidos para outras subfamilias. Reinwardtiini
também tem sua monofilia questionada. A tribo foi sustentada por caracteres primitivos em
relagdo ao plano basico de Muscidae. O carater unico diagnosticado por Carvalho (1989b)
para a monofilia da tribo é descrito mais tarde (Carvalho e Couri 2002) como homoplastico
no trabalho onde considera Reinwardtiini como provavelmente ndo monofilético. A
consideragdo de ambos os grupamentos, Cyrtoneurininae e Reinwardtiini como grupos nao
naturais ndo corrobora a disposi¢do dos géneros amostrados Philornis + Psilochaeta e
Muscina (Reinwardtiini) e Pseudoptilolepis (Azeliini) e Neomuscina (Cyrtoneurininae) que

se apresentaram como um clado bem sustentado. A necessidade de inclusdo de uma amostra



85

maior destes dois grupamentos € evidente. Quanto ao posicionamento deste clado dentro de
Muscidae, se for considerada a hipdtese de Pont (1986, 1989) que trata Reinwardtiini como
a tribo que inclui os géneros mais primitivos de Muscidae for considerada, o grupo deve ter
seu posicionamento de forma a permitir a associagdo dos demais componentes da politomia.
Isto sugere uma associagdo entre Muscinae e Phaoniinae + Coenosiinae no apice do
cladograma. Esta visdo encontra refor¢o na interpretacdo alternativa de que o carater
homoplastico apresentado em Couri e Carvalho (2003) justifique a visdo Hennigiana
(Hennig 1965) também apresentada por Carvalho (1989b) de associagdo entre Phaoniinae,
Mydaeinae e Coenosiinae.

Uma analise mais conclusiva da subfamilia Azelinae fica dependente de uma
amostragem representativa de Azeliini. Os representantes, Ophyra e Hydrotaea, revelaram-
se pertencentes a Muscinae impedindo uma discussdo conclusiva quanto ao posicionamento
de Azeliini. As conclusdes sobre os Reinwardtiini ficam dependentes desta analise mais
ampla.

Muscinae foi o grupo melhor amostrado dentro de nosso conjunto de dados. Todos
os géneros agrupados sdo, atualmente, reconhecidos como Muscinae com excegdo de
Ophyra e Hydrotaea (Azeliinae, Azeliini). Hennig (1965) sustentou a monofilia do grupo
baseado na forma do ovipositor feminino entre outras caracteristicas como presencga de cerda
fronto-orbital proclinada na fémea e cerda posterodorsal na terceira tibia. A presenca de
cerda posterodorsal na terceira tibia € considerada como carater plesiomorfico para
Muscidae (Carvalho 1993), ndo sendo proprio para defini¢do de grupos monofiléticos.
Outros caracteres apresentaram uma boa definicdo da subfamilia como caracteres do
ovipositor, forma do ovo e a presenca de sétulas no anepimero (Carvalho 1989b). A
associacio de Hydrotaea e Ophyra com os Muscinae encontra respaldo na argumentacio de
Hennig (1965) que apontou ambos os géneros dentre os géneros “primitivos”
“pleseomorficos” (provisoriamente agrupados em Hydrotaeini) como os mais proximos de
Muscini. A concepgdo de que ambos os géneros fossem pertencentes a tribo Hydrotaeini
manteve-se em propostas de classificagdes posteriores a de Hennig (1965) (Pont 1972, 1973,
1977, 1980). Skidmore (1985) manteve Ophyra como pertencente a tribo Hydrotaeini,
porém como parte de outra subfamilia, Azeliinae. Todos estes autores apresentaram

evidéncias de suporte de uma relagdo filogenética proxima entre Ophyra e Hydrotaea. Esta
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hipotese conduziu Pont (1986), em seu catalogo dos Muscidae palearticos, a apresentagdo de
Ophyra como um sinénimo junior de Hydrotaea. Esta visdo foi mantida em seu catalogo de
Muscidae da Australasia e regides da Oceania (Pont 1989) e reforcada recentemente por
Vockeroth (1996). Apesar destes posicionamentos, Carvalho e Couri (2002) reconheceram
Ophyra e Hydrotaea como géneros distintos dentro de Azeliini. Schuehli et al. (2004) em
sua analise molecular de alguns géneros de Muscidae apresentaram a validade de ambos os
géneros. Schuehli et al. (2004) também obtiveram o posicionamento basal de Hydrotaea
com relagdo a Muscinae. Estes resultados apontam para a inclusdo de Hydrotaea e Ophyra
em Muscinae, possibilidade que deve ser examinada em um maior conjunto amostral.
Outros géneros apareceram mais proximamente relacionados a Ophyra opondo-se, neste
aspecto, a idéia de Hennig (1965) de que Hydrotaea seja o género mais proximo de Ophyra.

Morellia fo1 apresentada como género ndo monofilético. Hennig (1965) apresentou o
encurtamento da parte posterior das larvas e os ganchos orais curvados para cima nas larvas
de segundo instar como caracteres sinapomorficos de Morellia mesmo ciente de que estes
ndo estavam presentes em todas as espécies. Nihei (2004) apresentou uma hipdtese de
parafilia para Morellia em sua analise filogenética de Muscini. A associa¢io de Morellia
com o género monobasico Biopyrellia ¢ razoavel frente a afirmagido de Hennig sobre os trés
géneros de Townsend (Parapyrellia Townsend, Biopyrellia Townsend e Chaetopyrellia
Townsend — esta ja sinonimizada como Morellia flavicornis), de constituirem uma unidade
monofilética.

A associagdo do género Stomoxys (Stomoxyini) com Musca (Muscini) remete a
hipotese de Hennig (1965) de que Musca seja um género proximamente relacionado através
da forma do esqueleto cefalofaringeano aos grupos mais apicais de Muscini.
Particularmente, Hennig (1965) apontou Musca como partilhando caracteristicas Ginicas com
Stomoxys. Nihei (2004) apresentou, em seu cladograma com pesos iguais, ambos 0s géneros
reunidos como géneros irmaos. O posicionamento de Stomoxys + Musca em Muscinae foi
apresentado como indefinido nas analises combinadas de MP e basal nas analises
combinadas de ML e inferéncia bayesiana. Em um consenso semi-estrito (Hillis 1987,
Bremer 1990), Stomoxys + Musca € posicionado na base de Muscinae. O posicionamento de
Stomoxyini em Muscinae ainda ndo foi seguramente apresentado. O trabalho de Carvalho

(1989b) ndo oferecia amostragem significativa de Muscini para definir relagdes em
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Muscinae. No entanto, a re-andlise da matriz de Carvalho (1989b) apresentou Stomoxyini
como grupo derivado de Muscinae, hipotese contrastante com a hipdtese resultante do
consenso semi-estrito das arvores de MP, ML e inferéncia bayesiana e com a proposta de
Couri e Carvalho (2003). Esta questdo evidencia a necessidade de inclusdo de novos taxons
de Stomoxyini como Haematobia Lepeletier & Serville e Neivamyia Pinto e Fonseca para
uma resolugdo mais clara do relacionamento de Stomoxyini, incluindo o posicionamento de
Musca, dentro de Stomoxyini. A monofilia de Muscini depende fundamentalmente deste

refinamento do estudo de Stomoxyini e suas relagdes com Muscinae.

5. Conclusoes

Este estudo faz-se relevante para o estudo da familia na medida em que permite
comparag¢des com diversas hipoteses taxonomicas para Muscidae. A monofilia da familia é
demonstrada para o conjunto amostrado. As analises suportaram o estreito relacionamento
entre a tribo Coenosiini e a subfamilia Phaoniinae. Este clado por sua vez, mostrou-se nas
analises de ML e inferéncia bayesiana como relacionado ao conjunto dos componentes
amostrados de Reinwadrtiini e Cyrtoneurininae. As analises concordaram na monofilia das
subfamilias Muscinae e Phaoniinae e da tribo Coenosiini. Diversos géneros tiveram seu
posicionamento revisto. Ophyra e Hydrotaea foram posicionados em Muscinae; Stomoxys
foi posicionada como grupo irmdo de Musca em Muscini; Pseudoptilolepis e Neomuscina
foram posicionadas em Reinwardtiini. Nao houve outros representantes de Azeliini inclusos
na analise além de Ophyra e Hydrotaea, por isto, a monofilia dos Reinwardtiini deve ser
vista com ressalvas. O género Polietina foi diagnosticado como seguramente monofilético
sendo a espécie P. orbitalis a espécie mais basal do conjunto amostrado e as espécies P.
nigra e P. prima as mais derivadas (apicais). O género Morellia foi diagnosticado como
parafilético. O gene CAD fo1 bastante eficiente no resgate das informagdes filogenética em
diversos niveis da analise refletindo em muito da conclusdo da analise combinada. Esta
eficiéncia do gene CAD, reconhecido como a utiliza¢do da abordagem da analise combinada
aumentou a eficiéncia no resgate das informacdes filogenéticas mesmo sendo os conjuntos
de caracteres combinados diagnosticados como incongruentes através do teste ILD. No
contexto da analise combinada, o gene EF-1oc apresentou valores de suporte positivo para

diversas topologias ndo apresentadas originalmente em seu conjunto particular de dados.
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A congruéncia entre os resultados obtidos através dos diferentes critérios de analise,
o suporte dos dados as topologias apresentadas e principalmente a conformidade com
hipéteses morfologicas refletem a adequacdo dos caracteres utilizados para o estudo das
relagdes filogenéticas em Muscidae. Os trabalho de investigacdo filogenética molecular em
Muscoidea pode ter continuidade pela inclusdo de novos taxons na presente matriz. Analises
com base em caracteres de um unico gene deste conjunto podem ser orientadas pelas

conclusdes aqui apresentadas.
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Abstract

The muscid genus Ophyra has long been the subject of debate over its placement within the family.
However, a phylogenetic study has never been conducted that would clarify its systematic position.
In the present paper, phylogenetic relationships are examined between Ophyra albuquerquei and
related muscid genera. The mitochondrial genes Cytochrome Oxidase I and II and tRNA-Leu were
used combined with the nuclear genes CAD and Elongation Factor - 1o to compose a matrix with
2989 characters (716 parsimony- informative). These characters were analyzed under parsimony
resulting in a single most parsimonious tree. Contrary to some recent classifications, our molecular
data suggest the placement of Ophyra albuquerquei within the Muscinae in a separate position from
the azeliine genus Hydrotaea.

Key words: Ophyra, Hydrotaea, Muscidae, molecular systematics, CAD, Elongation Factor 1 - a,
Cytochrome Oxidase I and II

Introduction

Ophyra Robineau-Desvoidy is a small muscid genus with about 20 species and is distrib-
uted in warm climates worldwide. Some of its species, such as O. chalcogaster (Wiede-
mann), have been transported by human activity to many countries, and others, such as O.
aenescens (Wiedemann), have been used as biological control agents for Musca domestica
L. (see Skidmore 1985 for details).

The taxonomic position of Ophyra has been the subject of debate almost from the time
it was first described. In some recent classifications, various morphological characters
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have been used to justify several alternative placements within the Muscidae (Hennig
1965; Skidmore 1985; Carvalho & Couri 2002). In this study, we bring new evidence to
bear on the taxonomic status and classificatory position of Ophyra albuquerquei from
nucleotide sequences of nuclear and mitochondrial genes. Our molecular data suggest the
placement of Ophyra albuquerquei within the Muscinae, in a separate position from the
Azeliinae genus Hydrotaea.

Taxonomic history of Ophyra Robineau-Desvoidy

Robineau-Desvoidy (1830) placed Ophyra in the “Aricines Littorales ” or “Aquatiques” in
his short original description of the genus. Soon thereafter, Macquart (1835) treated
Ophyra as part of the Section Anthomyzides of Diptera. Wulp (1896) later placed Ophyra
in the Anthomyiinae.

Study of specimens in the British Museum sampled from several regions of the world
led Malloch (1923) to place Ophyra in the muscid subfamily Phaoniinae. In the same
study, he published a key to the males and females of five species. Alternatively, Séguy
(1923) placed the genus in the muscid group Aricinae, but later followed Malloch (1923)
by including it in the Phaoniinae in his diagnosis, key, and biological observations. Aldrich
(1928) placed Ophyra in his Anthomyiidae.

Emden (1943) placed Ophyra in the Phaoniinae, in agreement with Malloch (1923)
and Séguy (1937). He included the genus in his Phaonia-group within the Phaoniinae of
the Ethiopian Region. He proposed a systematic relationship between Ophyra and Hydro-
taea Robineau-Desvoidy together as close relatives of his Limnophora-group based on the
presence of a posterodorsal seta on the hind tibia. He also proposed that characteristics of
Ophyra and Hydrotaea provide evidence of a connection between the Limnophora-group,
its close relatives, and the Fanniinae. Emden (1943) stressed the importance of the poster-
odorsal seta on the hind tibia in Ophyra, Hydrotaea and Phaonia as evidence of a relation-
ship among these genera.

Later, Albuquerque (1958) emphasized the differences of adults between Ophyra and
Hydrotaea. Hennig (1965) considered both genera as Hydrotaeini of the Muscinae, citing
as evidence homologies in plastron formation in the egg. These egg-stage characters were
also considered evidence that Ophyra and Hydrotaea are likely the closest relatives of
Muscini in the Hydrotaeini. In the same paper, Hennig (1965) presented Hydrotaea as a
monophyletic genus based on characteristics of the male fore femur.

The classification of Hennig (1965) was followed by Pont (1972) in his catalogue of
Neotropical Muscidae. Cne year later, Pont (1973) published a revision of the Australian
subfamilies Muscinae and Stomoxyinae, and included Ophyra in the former. He also
reviewed the existing literature on Ophyra for all biogeographic regions and provided a
key, re-description, and some notes on three Australian species. Several years later, in his
catalogues of Muscidae from the Oriental and Afrotropical Regions, Pont (1977, 1980)
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followed Hennig’s (1965) view that Ophyra and Hydrotaea are best placed in a separate
tribe within the Muscinae, the Hydrotaeini. Skidmore (1985) treated Ophyra in Azeliinae-
Hydrotaeini together with several other genera based mostly on characters of the immature
stages. Skidmore (1985) also discussed the evidence in support of 2 close phylogenetic
relationship between Ophyra and Hydrotaea.

Pont (1986), in his catalogue of the Palaearctic Muscidae, presented Ophyra as a jun-
ior synonym of Hydrotaea within the Azeliini (subfamily Muscinae). He retained this
view in his catalogue of Australasia and Oceania Regions (Pont 1989). Around the same
time, Pamplona and Couri (1989) published a revision of the Neotropical species of
Ophyra with a synonymy, re-descriptions and a key for species. Pamplona and Couri
(1989) positioned Ophyra in Hydrotaeini based on Skidmore (1985). The phylogenetic
tree for Muscidae published by Carvalho (1989) placed Hydrotaea in the Azeliini, how-
ever Ophyra was not included in this analysis. Carvalho er al. (1993), based on his earlier
phylogenetic analysis of Muscidae, retained Ophyra and Hydrotaea in the Azeliini for the
Neotropical catalogue corroborating Skidmore’s view (1985). Most recently, Vockeroth
(1996) did not recognize Ophyra as a valid genus, considering it a junior synonym of
Hydrotaea following Pont (1986, 1989). Nonetheless, Carvalho and Couri (2002) recog-
nized Ophyra and Hydrotaea as separate Azeliini genera.

Materials and methods

Taxon Sampling

Adult flies were collected between January 2001 and August 2002. In all cases, adults
were preserved in 95-100% ethanol and stored at -20°C. Outgroup taxa were obtained
from the collection of the Laboratory of Molecular Systematics, North Carolina State Uni-
versity. Twelve species were included in the molecular systematic analyses, representing
ten Muscidae and one species each of Scathophagidae and Anthomyiidae as outgroups
(Table 1). All sequences were obtained from single specimens of each species. Conspecific
specimens from the same collection site and with the same sample date were kept as
vouchers as well as any remaining parts of the sequenced specimen. Vouchers were depos-
ited in the Collection Pe. Jesus Santiago Moure — DZUP of the Departamento de Zoologia,
Universidade Federal do Paran4, Curitiba, PR — Brazil. The sequences for Musca domes-
tica were downloaded from GenBank. Table 2 presents the GenBank accession numbers
for the DNA sequences used in our analysis.

Laboratory methods

Genomic DNA was extracted from specimens preserved in alcohol by homogenization
of whole flies using a SDS/proteinase K-based extraction protocol (50mM Tris, pH 8.0;
50mM EDTA, pH 8.0; 2% SDS, 75mM NaCl; 50mM Sucrose; 100mg proteinase K). Sam-
ples were homogenized in 700 ml of lysis buffer, placed in a heating block at 55°C for 6
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24 hours, and twice extracted: once with a 1X volume of a phenol: chloroform: isoamyl
alcohol (25:24:1) mixture (Sigma-Aldrich) and again with a 1X volume of a chloroform:
isoamyl alcohol (24:1) mixture. One-tenth volume of a 3M sodium acetate solution and a
1X volume of chilled (-20°C) isopropanol were added to the aqueous phase from the sec-
ond extraction to precipitate the DNA, which was pelleted by microcentrifugation. DNA
was washed with iml of 70% and 95% EtOH, air dried, resuspended in 100ml of TE, and
stored at -80°C. In a few cases where only a single specimen was available, nucleic acids
were extracted from the thorax leaving the head, wings, and abdomen as a voucher. Oligo-
nucleotide primers (Table 3) designed to amplify COI (Simon et al. 1994) and COII
(Brown et al., 1994) (see Fig. 1 for diagram of the PCR products), EF - 1o (Meier & Wieg-
mann 2002; Collins & Wiegmarn 2002) and CAD (Moulton & Wiegmann 2004), were
synthesized by Sigma Genosys (Woodlands, TX). We used standard three-step DNA PCR
with TaKaRa Ex Taq™ (Mirus Corp., Madison, WI) except for CAD where we used
touchdown PCR (Hecker & Roux 1996) with TaKaRa Ex Taq™ (Mirus Corp., Madison,
WI). Approximately 1Kb of the EF-1a gene was amplified in two overlapping sections via
RT-PCR (Kawasaki 1990) using GeneAmp RNA PCR Kit (PE Applied Biosystems, Foster
City, CA) and the RT protocol suggested in the kit, followed by the same PCR protocol
used for DNA PCR. For COI, COII and EF-1a we used 50°C annealing and 30 cycles. For
CAD, a touchdown PCR method was used consisting of 55° C annealing for 6 cycles, fol-
lowed by 50° C for 36 cycles.

TABLE 1. Species used in the analysis, sex, precedence, date of collection, collector. NC = North
Carolina; PR = Parana; RS = Rio Grande do Sul.

Species Sex Locality Date Collector
Hylemya sp male  Great Smoky Mountain N.P.,, NC, USA 28.IV.0l Wiegmann, B.M.
Scathophaga stercoraria male  Mt. Mitchell, NC, United States 14.viii.96  Wiegmann, B.M.
Biopyrellia bipuncta male  Chapada, RS, Brazil 28.iv.00 Lorini, LM.
Helina lasiophtalma female Oxford, United Kingdom ix.02 Pont, A.C.
Hydrotaea sp. male  Passo Fundo, RS, Brazil 10.xi.00 Lorini, L. M.
Morellia ochrichornis male  Chapada, RS, Brazil 28.iv.00 Lorini, L. M.
Morellia xanthoptera female Morretes, PR, Brazil 21-27.ix.01 Schiihli, G.S.
Ophyra albuquerquei male  Passo Fundo, RS., Brazil 10.xi.00 Lorini, L.M.
Phaonia tuguriorum male  Oxford, United Kingdom ix.02 Pont, A.C.
Philornis blanchardi male  Chapada, RS, Brazil 13.xi.00 Lorini, L.M.
Polietina nigra female Morretes, PR, Brazil 5-23.i.02  Schiihli, GS.
Stomoxys calcitrans female Anita Garibaldi, RS, Brazil 26.11.02 Lorini, L.M.

Sequences were obtained by dye terminator cycle sequencing using the ABI Prism
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Kit (PE Biosystems, Warrington, England).
Sequence confirmation was accomplished by comparing complementary DNA strands and
amino acid translation. The sequences of amino acids used to compare sequences were the
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ones published on GenBank for Musca domestica (CAD — AY280689; EF-le< — ZOOTAXA
AF503149; COI - AF259518; COI and IT — AF104622). Editing of nucleotide sequences, (712D
contig assembly, and consensus sequence were performed using the software Sequencher

4.0.5 (Gene Codes, Ann Arbor, MI, 1991).

TABLE 2. Species used in the analysis and their respective GenBank accession number for
each sequence used: CAD, EF-1x — Elongation Factor 1, COI — Cytochrome Oxidase subunit I,
tRNA-Leu and COII — tRNA Leucine and Cytochrome Oxidase subunit II.

Taxon CAD EF-1e< COl1 COl1 TRNA-leu

and COII
Hylemya sp AJ605059  AJ605071 AJ617702 AJ623305  AJ627903
Séathophaga stercoraria AJ605051  AJ605063 AJ617694 AJ623297  AJ627895
Biopyrellia bipuncta AJ605052 AJ605064 AJ617695 AJ623298 AJ627896
Helina lasiophthalma AJ605055 AJ605067 AJ617698 AJ623301  AJ627899
Hydrotaea sp AJ605049  AJ605061 AJ617692 AJ623295  AJ627893
Morellia ochricornis AJ605054  AJ605066 AJ617697 AJ623300  AJ627898
Morellia xanthoptera AJ605053  AJ605065 AJ617696 AJ623299  AJ627897
Musca domestica AY280689 AF503149 AF259518 AF104622  AF104622
Ophyra albuquerquei AJ605058 AJ605070 AJ617701 AJ623304  AJ627902
Phaonia tuguriorum AJ605057 AJ605069 AJ617700 AJ623303  AJ627901
Philornis blanchardi AJ605056 AJ605068 AJ617699 AJ623302  AJ627900
Polietina nigra AJ605048  AJ605060 AJ617691  AJ623294 AJ627892
Stomoxys calcitrans AJ605050 AJ605062 AJ617693 AJ623296  AJ627894

TABLE 3. Primers used for each gene, size of the amplified piece and the number and percentage
of the parsimony-informative sites for the combined tree.

Primer gene size (bases) PI

TY-J-1460/C1-N-2191  Cytochrome oxidase subunit I 694 167 (24%)

2792/C2-N-3389 Cytochrome oxidase subunit I and II 607 303 (45%)

EF4/EF6 EF2/EF5 Elongation Factor - 1o 1036 145 (14%)

60/364 CAD 724 268 (37%)
con A—Leu! Col

<« 2792 I «TYJ1460
[ 607bp ] (N 693bp ]
C2-N-3389 > CI-N-2191->

FIGURE 1. Diagram indicating the position of the sequences for Cytochrome Oxidase subunit |
(COI) and II (COII), their respectives primer sets and size. tRNA-Leu - tRNA Leucine.
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Phylogenetic Analysis

The phylogenetic dataset consists of four partitions comprising DNA sequences for
CAD, EF-1c<, COI and COII Nucleotide alignments for each of the genes were inferred
manually using the Genetic Data Environment (GDE 2.2, Smith et al. 1994). The align-
ment file is available from http://zoo.bio.ufpr.br/diptera/diptera-c/guilherme.html. The
alignment was unambiguous for all genes except for COI (C2N3389/2792) where Helina
lasiophtalma presented an indel of three bases in the last 20 bases. The alignment of EF-
1e< lacks the regions EF2/EF5 (379bp) for the taxa Biopyrellia bipuncta, Phaonia tuguri-
orum and Scathophaga stercoraria and the region EF4/EF6 (656bp) for Ophyra albuquer-
quei. These regions were coded as missing data. The tRNA-Leu coding region was
excluded from the alignment due to its small size and subjective alignment.

To assess character congruence among the partitions CAD, COI, COII, EF-1e<, incon-
gruence length difference (ILD, Farris et al. 1994) tests were carried out as implemented
by PAUP* version 4.0b10 (Swofford 2001). The analysis was performed with 100 replicas
with random addition sequence, starting trees for branch swapping obtained by stepwise
addition procedure, 10 random addition replicaies per ILD replicate and swap TBR (tree
bisection-reconnection).

Unweighted parsimony (MP) analyses were carried out in PAUP* version 4.0b10
(Swofford 2001) using the heuristic search option and 1000 replicate random addition
searches with tree bisection-reconnection (TBR) branch swapping. In all cases, the follow-
ing settings were used: all characters of type unordered, steepest descent option not in
effect, MaxTrees unlimited (auto-increased by 100), branches collapsed if maximum
branch length is zero, and MulTrees option in effect. We estimated branch support for MP
trees via nonparametric bootstrap analysis (Felsenstein 1985) and Bremer support (Bremer
1988, 1994). Bootstrap analyses were performed with 1000 replicate searches with simple
addition sequences and TBR branch swapping. We calculated Bremer and partitioned
Bremer support values (Baker & DeSalle 1997) for each node for the topology from the
combined data using the program TreeRot. V2 (Sorenson 1999) in conjunction with
PAUP*. We also implemented successive weighting (SWP) (Farris 1969) using the
rescaled consistency index (RC) as an a posteriori weight for each character. This proce-
dure attempts to reduce the effects of homoplasy in the analysis by giving less consistent
characters proportionately lower weight. SWP was implemented in the following manner:
first the data were re-weighted based on their RC values from initial MP analyses, then a
new MP analysis was performed on the weighted data, and the process was repeated until
it yielded the same tree(s) on consecutive iterations.

Results and discussion

Based on the results from ILD tests, the hypothesis of congruence was rejected (<<0.05)
for comparisons between all partitions. The same result was found in comparisons
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between the sets of mitochondrial and nuclear genes. Since_the ILD test confounds incon-
gruence due to conflicting signals with incongruence due to homoplasy (Dolphin et al.
2000), we included al! data partitions in the combined analysis. The decision of combining
data minimizes sampling error and maximizes the explanatory power of the data (Kluge
1989; Kluge & Wolf 1993). The opportunity for stochastic errors in this approach is lower
than when the data are separately analyzed. Even when the data sets are homogeneous
these stochastic errors can lead to different topologies under separated analysis (Johnson
and Soltis 1998).

The combined data matrix comprises 2989 nucleotides, of which 438 are uninforma-
tive variable positions (14.7% of total) and 716 (24% of total) are parsimony- informative
sites. The number of the parsimony-informative (PI) sites for each gene relative to the
combined tree is presented in Table 3. If considered together COI (TYJI460/C1-N-2191)
and COI (2797/C2-N-3389) resulted in a set with 941bp and 235 PI (25%) sites. COII
alone represents a set with 288bp and 68 PI (23.6%). Parsimony analysis of the combined
data resulted in a single phylogenetic tree (Fig. 2, length =2732 steps, consistency index
=0.57, retention index =0.37). The tree obtained by successive weighting was identical in
topology to that found under equal weighting (Fig. 2).

The most parsimonious tree shows evidence for two major clades: one composed
largely of genera from the Muscinae, including the species of Hydrotaea and Ophyra; and
a second clade with two genera from the Phaoniinae forming a group with Philornis (Rein-
wardtiini sensu Carvalho et al. 1993). Assuming that O. albuquerquei is representative of
the genus Ophyra, then this finding contradicts the older hypotheses in the taxonomic liter-
ature that place Ophyra in the Phaoniinae (Malloch 1923; Séguy 1937; Emden 1943). This
idea was already rejected by numerous authors (Albuquerque 1958; Hennig 1965; Pont
1972, 1973, 1977, 1980; Pamplona & Couri 1989; Carvalho et al. 1993; Carvalho & Couri
2002), but has never been rigorously tested for Ophyra through quantitative phylogenetic
analysis.

Our molecular data place O. albuquerquei within the Muscinae with high bootstrap
and Bremer support. Hennig (1965) defended the monophyly of the subfamily based on
characters of the ovipositor. Carvalho (1989), Couri and Carvalho (1997) and Carvalho
and Couri (2002) also recognized characters of the ovipositor associated with egg shape
and the presence of setulae on the anepimeron as synapomorphies of Muscinae. In addi-
tion, our analysis suggests that Hydrotaea is the sister group to all sampled Muscinae.
Hydrotaea was considered monophyletic by Hennig (1965) and as probably monophyletic
by Carvalho and Couri (2002) based on characters of the fore femur. However, these
hypotheses of monophyly still need rigorous quantitative tests. Our data place Polietina as
a basal Muscinae genus. Couri and Carvalho (1997) placed Polietina in the Muscini based
on characters of the male terminalia.
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@ Scathophaga stercoraria
Hylemya sp.
Hydrotaea sp.
BST=96; BS=14; PBS=11/6/-2-1
Polietina nigra
BST=50; BS=1; PBS=3/-3/-1/2
Stomoxys calcitrans

Musca domestica
BST=86; BS=9; PBS=11/2/-4/0

Morellia ochricornis
BST=87; BS=13; PBS=3/3.5/6/0.5
Biopyrellia bipuncta
BST=94; BS=14; PBS=13.5/1.5/-4/3
Morellia xanthoptera
. BST=100; BS=34; PBS=29/7/-8/6
Ophyra albuquerquei
--» BST=(<50); BS=1; PBS=3/-3/-1/2
Philornis blanchardi

Helina lasiophtalma

Phaonia tuguriorum

BST=100; BS=30; PBS=14/7/8/1
BST=90; BS=7; PBS=8/1/-3/1
BST=100: BS=36: PBS=25/3/6/2

FIGURE 2. Most Parsimonious phylogenetic tree: length =2732 steps, consistency index =0.57,
retention index =0.37. BST — Bootstrap values (1000 replications), BS — Bremer Support values
and PBS — Partitioned Bremer Support values for the partitions CAD, EF1-e<, COI (TY-J-1460/C1-
N-2191) and COI (2792/C2-N-3389).
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Traditionally, the Muscinae have been divided into two tribes — Muscini and Stomoxy-
ini (Carvalho 1989; Carvalho et al. 1993; Couri & Carvalho 2002). In our analysis, the
sampled Muscini were unusually divided by the placement of Stomoxys (Stomoxyini). In
future studies, it will be necessary to add sequences from other Stomoxyini, especially
Haematobia Latreille and Neivamyia Pinto and Fonseca to adequately assess the mono-
phyly and interrelationships of Stomoxyini and Muscini. Similarly, the paraphyly of the
two sampled species of Morellia Robineau-Desvoidy indicate that a revision of the genus
is needed (see Carvalho & Couri 2002).

Our molecular data support Ophyra albuquerquei as sister to Morellia xanthoptera
Pamplona in Muscinae. Interestingly, the nuclear protein encoding gene CAD showed the
highest support for this clade, followed by the mitochondrial gene Cytochrome Oxidase II
(COII PBS, Fig. 2). Both CAD and COII are considered useful in molecular phylogenet-
ics for higher level relationships at — and above — the family level in holometabolous
insects (Moulton & Wiegmann 2004; Caterino et al. 2000). Data from the COI gene, how-
ever, strongly contradicts this position for Ophyra. This conflict among genes may be due
to marked differences in rate between the two mtCO genes (Simon et al. 1994). COII is
generally considered to be a faster evolving gene that may be more suited for examination
of species level relationships (Caterino et al. 2000; Simon et al. 1994). Clearly, further
sampling of both species and genera is necessary to fully explore the resolving power of
various genes for muscid phylogeny.

Finally, the partitioned Bremer support for the EF-1a data partition is low or negative
on our tree. This nuclear gene is considered informative at lower taxonomic levels due to
its extreme conservation in coding positions and its rapid evolution in third position sites
(Cho et al. 1995). This pattern of high variability in 3™ positions only is also true for mus-
cid genera. Eighty-five percent of the informative sites from EF-1c were in the third posi-
tion (105 of 124). These results suggest that 3™ positions of EF-1a. may evolve too rapidly
to reliably recover relationships for the older divergences within the Muscidae.

Conclusion

A single most parsimonious tree based on DNA sequences from mitochondrial and nuclear
genes supports the taxonomic validity of Ophyra albuquerquei as a lineage within the sub-
family Muscinae. These data contradict a hypothesis of a close relationship between
Ophyra and Hydrotaea. While promising, the current molecular data are clearly limited in
their resolving power for muscid phylogeny. Additional sequences from many additional
taxa are required to fully specify a phylogenetic classification for the family.

OPHYRA © 2004 Magnolia Press 9

ZOOTAXA



ZOOTAXA

Acknowledgements

We would like to thank Lisete M. Lorini and Adrian C. Pont for the species provided.
Thanks to Marcio Pie, Silvio Shigueo Nihei, Gustavo Graciolli and Elaine G. Soares for
valuable suggestions and discussion of the manuscript. Thanks also to Hilary Hill, Shaun
Winterton, and Kevin Moulton, and especially Brian Cassel, of the NCSU Insect Molecu-
lar Systematics Lab, for technical advice and help in the sequencing lab. Thanks as well to
the two anonymous reviewers who greatly improved the paper with their comments. This
project was supported by a fellowship from Coordenagdo de Aperfeigoamento de Pessoal
de Nivel Superior — CAPES (Programa de Doutorado com Estagio no Exterior — PDEE/
BEX0143/02-2), and grants from Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecrologico (CNPq), processes number 140700/2001-3 (GSS) and 304.148/2002-4
(CJBC), and the US National Science Foundation (DEB-0098745) (BMW and J. Thorne).
This is contribution number 1478 of the Departamento de Zoologia da Universidade Fed-
eral do Parana.

References

Albuguerque, D.O. (1958) Sébre Ophyra R.-D., 1830 na América do Sul, com descri¢do de uma
espécie nova (Diptera-Muscidae). Boletim do Museu Nacional. Nova série Zoologia, 181, 1-
13.

Aldrich, J.M. (1928) New Diptera or two-winged flies from South America. Proceedings of the
United States National Museum, 74(art.1), 1-25.

Baker, R.H. & DeSalle, R. (1997) Multiple sources of character information and the phylogeny of
Hawaiian drosophilids. Systematic Biology, 46, 654—673.

Bremer, K. (1984) Branch support and tree stability. Cladistics, 10, 295-304.

Bremer, K. (1988) The limits of amino acid sequence data in angiosperm phylogenetic reconstruc-
tion. Evolution, 42, 795-803.

Brown, J.M., Pellmyr, O., Thompson, J.N. & Harrison, R.G. (1994) Mitochondrial DNA phylogeny
of the Proxidae (Lepidoptera: Incurvarioidea) indicates rapid ecological diversification of
Yucca Moths. Annals of the Entomological Society of America, 87, 795-809.

Carvalho, C.J.B. de (1989) Classificagido de Muscidae (Diptera): uma proposta através da analise
cladistica. Revista Brasileira de Zoologia, 6, 627-648.

Carvalho, C.J.B. de & Couri, M.S. (2002) Part I. Basal groups. /n: Carvalho, C.J.B. de (Ed.), Mus-
cidae (Diptera) of the Neotropical Region, Editora Universidade Federal do Parana, Curitiba,
pp-17-132.

Carvalho, C.J.B. de; Couri, M.S.; Pont, A.C.; Pamplona, D. & Lopes, S.M. (1993) Part II. Mus-
cidae. In: Carvalho, C.J.B. de (Ed.), 4 catalogue of the Fanniidae and Muscidae (Diptera) of
the Neotropical Region, Sociedade Brasileira de Entomologia, Sdo Paulo, pp. 1-201.

Caterino, M.S., Cho, S. & Sperling, F.A.H. (2000) The Current State Of Insect Molecular Systemat-
ics: A Thriving Tower of Babel. Annual Review of Entomology, 45: 1-54.

Cho, S., Mitchel, A., Regier, J.C., Mitter, C., Poole, R.W,, Friedlander, T.P. & Zhao, S. (1995) A
highly conserved nuclear gene for low-level phylogenetics: elongation factor-1a recovers mor-
phology-based tree for heliotine moths. Molecular Biology and Evolution, 12, 650-656.

10 © 2004 Magnolia Press SCHUEHLI ET AL.



Collins, K.P. & Wiegmann, B.M. (2002) Phylogenetic relationships and placement of the Empi-
doidea (Diptera: Brachycera) based on 28s rDNA and EF1-a sequences. Insect Systematics
and Evolution, 33, 421-444.

Couri, M.S. & Carvalho, C.J.B. de (1997) Revision of Polietina Schnabl & Dziedzicki (Diptera,
Muscidae) and considerations on its new systematic position. Revista Brasileira de Zoologia,
14, 225-281.

Dolphin, K., Belshaw, R., Ormer, C.D.L., & Quicke, D. (2000) Noise and incongruence: interpret-
ing results of the incongruence length difference test. Molecular Phylogenetics and Evolution,
17, 401-406.

Emden, F.I. van (1943) Keys to the Muscidae of the Ethiopian Region: Phaonia-group. Annals and
Magazine of Natural History, 62, 73--101.

Farris, J.S. (1969) A successive approximations approach to character weighting. Systematic Zool-
ogy, 18, 374-385.

Fartis, J.S., Killersjo, M., Kluge, A.G., & Bult, C. (1994) Testing significance of incongruence.
Cladistics, 10, 315-320.

Felsenstein, J. (1985) Confidence limits on phylogenies: an approach using bootstrap. Evolution,
39, 783-791.

Hecker, K.H. & Roux, K.H. (1996) High and low annealing temperatures increase both specificity
and yield in “Touchdown” and “StepDown” PCR. BioTechniques, 20, 478-485.

Hennig, W. (1965) Vorarbeiten zu einem phylogenetischen System der Muscidae (Diptera: Cyclor-
rhapha). Stuttgarter Beitrige zur Naturkunde, Stuttgart, 141, 1-100.

Johnson, L.A. & Soltis, D.E. (1998) Assessing congruence: empirical examples from molecular
data. In: Soltis, P.S., Soltis, D.E., & Doyle, J.J. (Eds.), Molecular systematics of plants. Vol. II.
Chapman and Hall, New York, pp. 297-343.

Kawasaki, E.S. (1990) Ampliification of RNA. /n: Innis, M.A., Gelfand, D.H., Sninsky, J.J., White,
T.J., PCR protocols. Academic Press, San Diego, pp. 21-27.

Kluge, A.G. (1989) A concern for evidence and a phylogenetic hypothesis for relationships among
Epicrates (Boidae, Serpentes). Systematic Zoology, 38, 1-25.

Kluge, A.G. & Wolf, A.J. (1993) Cladistics: what’s in a word? Cladistics, 9, 183-199.

Macquart, J. (1835) Histoire Naturelle des Insectes. Diptéres. Paris. 1-703.

Malloch, J.R. (1923) Exotic Muscaridae {Diptera). LX Annals and Magazine of Natural History, (9)
11, 664-675.

Meier, R. & Wiegmann, B.M. (2002) A phylogenetic analysis of Coelopidae (Diptera) based on
morphological and DNA sequence data. Molecular Phylogenetics and Evolution, 25, 393-407.

Moulton, J. K. & Wiegmann, B.M. (2004) Evolution and phylogenetic utility of CAD (rudimentary)
among Mesozoic-aged Eremoneuran Diptera (Insecta). Molecular Phylogenetics and Evolu-
tion, 31, 363-378.

Pamplona, D.M. & Couri, M.S. (1989) Revisdo das espécies neotropicais de Ophyra Robineau-
Desvoidy, 1830 (Diptera, Muscidae, Azeliinae). Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, 84,
Suppl. 4, 419-429.

Pinto, C. & Fonseca, F. da (1930) Novo genero e nova especie de mosca hematophaga da sub-
familia Stomoxydinae, hospedadora intermediaria da Dermatobia hominis. Revista medico-cir-
urgica do Brasil, 38, 241-247.

Pont, A.C. (1972) Family Muscidae. In: A catalogue of the Diptera of the Americas South of the
United States. Museu de Zoologia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 97, 111 pp.

Pont, A.C. (1973) Studies on Australian Muscidae (Diptera). IV. A revision of the subfamilies Mus-
cinae and Stomoxyinae. Australian Journal of Zoology, supplementary series. 21, 129-296.

Pont, A.C. (1977) Family Muscidae. /n: Delfinado, M.D. and Hardy, D.E. (Eds.), 4 catalogue of the
Diptera of the Oriental Region. Vol. IIl. Suborder Cyclorrhapha (excluding Division Aschiza).
The University Press of Hawaii, Honolulu, 834 pp.

OPHYRA © 2004 Magnolia Press 11

ZOOTAXA



ZOOTAXA

Pont, A.C. (1980) Family Muscidac. In: Crosskey, R.-W. (Ed.), Catalogue of Diptera of the Afrotro-
pical Region. British Museum (Natural History), London, 1437 pp.

Pont, A.C. (1986) Family Muscidae. In: S6os, A.S. and Papp, L. (Eds.), Catalogue of the Palaearc-
tic Diptera. Vol. 11. Hungarian Natural History Museum, Budapest, 311 pp.

Pont, A.C. (1989) Family Muscidae. /n: Evenhuis, N. (Ed.), Catalog of the Diptera of Australasia
and Oceania Regions. Special Publications of the Bernice Pauahi Bishop Museum, 86, 1155
bp.

Robineau-Desvoidy, A.J.B. (1830) Essai sur les Myodaires. Mémoires présentés par divers
Savamts a I’Académie des Sciences de I'Institut de France, 2: 813 pp.

Séguy, E. (1923) Diptéres Anthomyidae. In: Faune de France. Les Presses Universitaires de
France, Paris 6, 393 pp.

Séguy, E. (1937) Diptera, Family Muscidae. In: Wytsman, P., Genera Insectorum. Bruxelles, fasc.
205, 604 pp.

Simon, C., Frati, F., Beckenbach, A., Crespi, B., Liu, H., & Flook, P. (1994) Evolution, weighting,
and phylogenetic utility of mitochondrial gene sequences and a compilation of conserved poly-
merase chain reaction primers. Annals of the Entomological Society of America, 87, 651-701.

Skidmore, P. (1985) The biology of the Muscidae of the world. Series Entomologica, 29, 1-550.

Smith, S.W., Overbeek, R., Woese, C.R., Gilbert, W. & Gillevet, PM., (1994) The genetic data
environment and expandable GUI for multiple sequence analysis. Computer Applications Bio-
sciences, 10, 671-675.

Sorenson, M.D. (1999) TreeRot, version 2. Boston University, Boston, MA.

Swofford, D.L., (2001) PAUP*. Phylogenetic analysis using parsimony (* and other methods). Ver-
sion 4. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts.

Vockeroth, J.R. (1996) Key to genera of Muscidae (Diptera) of Mexico, Central America, and the
West Indies. Memoirs of the Entomological Society of Washington, 18, 280-288.

Wulp, EM. van der (1896) Group Anthomyinae. [Part] /n: Godman, F.D. & Salvin, O. (Eds.), Bio-
logia Centrali-Americana. Zoologia-Insecta-Diptera. London, 2 (part 131), pp. 313-320.

12 © 2004 Magnolia Press SCHUEHLI ET AL.



ZOOTAXA

Pont, A.C. (1980) Family Muscidac. In: Crosskey, R.-W. (Ed.), Catalogue of Diptera of the Afrotro-
pical Region. British Museum (Natural History), London, 1437 pp.

Pont, A.C. (1986) Family Muscidae. In: Séos, A.S. and Papp, L. (Eds.), Catalogue of the Palaearc-
tic Diptera. Vol. 11. Hungarian Natural History Museum, Budapest, 311 pp.

Pont, A.C. (1989) Family Muscidae. /n: Evenhuis, N. (Ed.), Catalog of the Diptera of Australasia
and Oceania Regions. Special Publications of the Bernice Pauahi Bishop Museum, 86, 1155
bp.

Robineau-Desvoidy, A.J.B. (1830) Essai sur les Myodaires. Mémoires présentés par divers
Savamts a I’Académie des Sciences de I'Institut de France, 2: 813 pp.

Séguy, E. (1923) Diptéres Anthomyidae. In: Faune de France. Les Presses Universitaires de
France, Paris 6, 393 pp.

Séguy, E. (1937) Diptera, Family Muscidae. In: Wytsman, P., Genera Insectorum. Bruxelles, fasc.
205, 604 pp.

Simon, C., Frati, F., Beckenbach, A., Crespi, B., Liu, H., & Flook, P. (1994) Evolution, weighting,
and phylogenetic utility of mitochondrial gene sequences and a compilation of conserved poly-
merase chain reaction primers. Annals of the Entomological Society of America, 87, 651-701.

Skidmore, P. (1985) The biology of the Muscidae of the world. Series Entomologica, 29, 1-550.

Smith, S.W., Overbeek, R., Woese, C.R., Gilbert, W. & Gillevet, PM., (1994) The genetic data
environment and expandable GUI for multiple sequence analysis. Computer Applications Bio-
sciences, 10, 671-675.

Sorenson, M.D. (1999) TreeRot, version 2. Boston University, Boston, MA.

Swofford, D.L., (2001) PAUP*. Phylogenetic analysis using parsimony (* and other methods). Ver-
sion 4. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts.

Vockeroth, J.R. (1996) Key to genera of Muscidae (Diptera) of Mexico, Central America, and the
West Indies. Memoirs of the Entomological Society of Washington, 18, 280-288.

Waulp, F.M. van der (1896) Group Anthomyinae. [Part] /n: Godman, F.D. & Salvin, O. (Eds.), Bio-
logia Centrali-Americana. Zoologia-Insecta-Diptera. London, 2 (part 131), pp. 313-320.

12 © 2004 Magnolia Press SCHUEHLI ET AL.



