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M a n y  s p e ci e s  wit hi n  t h e  g e n u s  Dr o s o p hil a  h a v e  r a di at e d  t o  u s e  a  

wi d e  v ari et y  of  h o st s  f or  f e e di n g  a n d  br e e di n g  ( M ar k o w,  2 0 1 9 ). 

T h e s e h o st s ar e c h e mi c all y a n d p h e n ol o gi c all y di sti n ct a n d i n cl u d e 

fr uit s,  fl o w er s,  c a cti,  sli m e  fl u x e s,  a n d  m u s hr o o m s.  T h e s e  a d a pt a -

ti o n s i n v ol v e g e n eti c a n d g e n o mi c c h a n g e s. O n e s u c h a d a pti v e r a di -

ati o n i s m y c o p h a g y. M a n y Dr o s o p hil a  s p e ci e s ar e m y c o p h a g o u s, a n d 

m u s hr o o m s  a p p e ar  t o  pr o vi d e  all  t h e  e s s e nti al  c o m p o n e nt s  of  a n  

i n s e ct di et ( C o ur t n e y et al., 1 9 9 0 ). H o w e v er, s o m e m u s hr o o m s p e-

ci e s  al s o  c o nt ai n  hi g hl y  l et h al  c o m p o u n d s  ( m y c ot o xi n s)  t o  pr ot e ct  

t h e m s el v e s fr o m m y c o p h a g y ( St u m p et al., 2 0 1 1 ). Alt h o u g h t h e t o xi c 

m u s hr o o m s p e ci e s ar e f e w er i n n u m b er a s c o m p ar e d t o t h e n o nt o xi c 

m u s hr o o m s p e ci e s ( Gr a e m e,  2 0 1 4 ) a n d o nl y c o n stit ut e a s m all p or-

ti o n of t h e p ot e nti al di et, m a n y m y c o p h a g o u s Dr o s o p hil a  s p e ci e s c a n 

t ol er at e hi g h c o n c e ntr ati o n s of α - a m a niti n, w hi c h i s t h e m o st p ot e nt 
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A b str a c t

M a n y m y c o p h a g o u s Dr o s o p hil a  s p e ci e s h a v e a d a pt e d t o t ol er at e hi g h c o n c e ntr ati o n s 

of  m y c ot o xi n s,  a n  a bilit y  n ot  r e p or t e d  i n  a n y  ot h er  e u k ar y ot e s.  Alt h o u g h  a n  a s s o -

ci ati o n b et w e e n m y c o p h a g y a n d m y c ot o xi n t ol er a n c e h a s b e e n e st a bli s h e d i n m a n y 

Dr o s o p hil a  s p e ci e s, t h e g e n eti c m e c h a ni s m s of t h e t ol er a n c e ar e u n k n o w n. T hi s st u d y 

pr e s e nt s t h e i nt er-   a n d i ntr a s p e cifi c v ari ati o n i n t h e m y c ot o xi n t ol er a n c e tr ait. W e 

st u di e d t h e m y c ot o xi n t ol er a n c e i n f o ur Dr o s o p hil a  s p e ci e s fr o m f o ur s e p ar at e cl a d e s 

wit hi n t h e i m mi gr a n s- tri p u n ct at a r a di ati o n fr o m t w o di sti n ct l o c ati o n s. T h e eff e ct of 

m y c ot o xi n tr e at m e nt o n 2 0 i s of e m al e li n e s p er s p e ci e s w a s st u di e d u si n g s e v e n gr o s s 

p h e n ot y p e s: s ur vi v al t o p u p ati o n, s ur vi v al t o e cl o si o n, d e v el o p m e nt ti m e t o p u p ati o n 

a n d e cl o si o n, t h or a x l e n gt h, f e c u n dit y, a n d l o n g e vit y. W e o b s er v e d i nt er s p e cifi c v ari a -

ti o n a m o n g f o ur s p e ci e s, wit h D.  f all e ni b ei n g t h e m o st t ol er a nt, f oll o w e d b y D.  r e c e n s, 

D.  n e ot e st a c e a , a n d D.  tri p u n ct at a, i n t h at or d er. T h e r e s ult s al s o r e v e al e d g e o gr a p hi c al 

v ari ati o n a n d i ntr a s p e cifi c g e n eti c v ari ati o n i n m y c ot o xi n t ol er a n c e. T hi s r e p or t pr o -

vi d e s t h e f o u n d ati o n f or f ur t h er d eli n e ati n g t h e g e n eti c m e c h a ni s m s of t h e m y c ot o xi n 

t ol er a n c e tr ait.
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m y c ot o xi n ( J a e ni k e et al.,  1 9 8 3 ; La c y,  1 9 8 4 ; S pi c er & J a e ni k e, 1 9 9 6 ; 

St u m p et al.,  2 0 1 1 ).

S e v e nt e e n  m y c o p h a g o u s  Dr o s o p hil a  s p e ci e s  fr o m  fi v e  s p e -

ci e s  gr o u p s  wit hi n  t h e  i m mi gr a n s- tri p u n ct at a r a di ati o n  h a v e  b e e n  

s h o w n t o t ol er at e m y c ot o xi n s (I z u mit a ni et al.,  2 0 1 6 ; S c ot t C hi al v o 

&  W er n er,  2 0 1 8 ).  T h e s e  s p e ci e s  gr o u p s  ar e  tri p u n ct at a, t e st a c e a, 

c ar di ni , bi z o n at a  a n d q ui n ari a . V er y lit tl e i s k n o w n a b o ut t h e f e e d-

i n g h a bit s f or t h e s p e ci e s gr o u p s c ar di ni  a n d bi z o n at a . T h e tri p u n c-

t at a s p e ci e s gr o u p c o m pri s e s 8 3 s p e ci e s ( O' Gr a d y & D e S all e, 2 0 1 8 ), 

a n d  f or  m o st  s p e ci e s  i n  t hi s  gr o u p,  l ar v al  f e e di n g  s u b str at e s  h a v e  

n ot y et b e e n d et er mi n e d. T h e t e st a c e a s p e ci e s gr o u p c o nt ai n s f o ur 

s p e ci e s, all of w hi c h ar e m y c o p h a g o u s, w h er e a s 3 4 s p e ci e s b el o n g 

t o t h e q ui n ari a  gr o u p, m o st of w hi c h ar e m y c o p h a g o u s ( O' Gr a d y & 

D e S all e,  2 0 1 8 ; S c ot t C hi al v o et al., 2 0 1 9 ). T h e q ui n ari a  s p e ci e s gr o u p 

i s of p ar ti c ul ar i nt er e st a s m y c o p h a g y h a s b e e n g ai n e d a n d l o st m ul-

ti pl e ti m e s wit hi n t hi s gr o u p. F ur t h er m or e, t h e l o s s of m y c o p h a g y 

h a s b e e n f oll o w e d b y a l o s s of t o xi n t ol er a n c e wit h o ut a n e v ol uti o n -

ar y l a g ( S pi c er & J a e ni k e,  1 9 9 6 ), s u g g e sti n g t h at m y c ot o xi n t ol er a n c e 

i s pr o b a bl y a c o stl y tr ait.

Alt h o u g h  t h e  a s s o ci ati o n  b et w e e n  m y c o p h a g y  a n d  m y c ot o xi n  

t ol er a n c e  i n  c er t ai n  Dr o s o p hil a  s p e ci e s  w a s  e st a bli s h e d  al m o st  

t hr e e  d e c a d e s  a g o,  t h e  g e n eti c  m e c h a ni s m s  i n v ol v e d  i n  t h e  t ol er-

a n c e ar e m ai nl y u n k n o w n. T h e m o st l et h al m y c ot o xi n, f o u n d i n t h e 

n ot ori o u sl y  d e a dl y  A m a nit a  m u s hr o o m s,  al p h a-  a m a niti n,  bi n d s  t o  

R N A-  p ol y m er a s e  II  ( R N A-  p ol  II)  a n d  hi n d er s  it s  f u n cti o n.  J a e ni k e  

et al.  (1 9 8 3 ) o b s er v e d t h at t h e t ol er a n c e m e c h a ni s m a p p ar e ntl y di d 

n ot i n v ol v e t ar g et m o difi c ati o n of R N A-  p ol II. A n ot h er st u d y d e m o n -

str at e d  t h at  P h a s e  I  d et o xifi c ati o n  e n z y m e s  ( C y t o c hr o m e  P 4 5 0 s)  

mi g ht b e c o nf erri n g m y c ot o xi n t ol er a n c e i n s o m e b ut n ot all m y c o -

p h a g o u s s p e ci e s ( St u m p et al.,  2 0 1 1 ). A p ar t fr o m t h e s e f e w r e p or t s, 

t h e u n d er st a n di n g of t h e g e n eti c b a si s of m y c ot o xi n t ol er a n c e h a s 

r e m ai n e d i n a d e q u at e.

T o  i d e ntif y  m e c h a ni s m s  t h at  c o nf er  m y c ot o xi n  t ol er a n c e,  w e  

m u st u n d er st a n d t h e g e n eti c ar c hit e ct ur e of t h e tr ait. T o a c hi e v e t hi s 

g o al, w e c o n si d er t h e f oll o wi n g q u e sti o n s: ( 1) D o e s t h e m y c ot o xi n 

t ol er a n c e tr ait s h o w i ntr a s p e cifi c g e n eti c v ari ati o n ? ( 2) D o diff er e nt 

s p e ci e s d e m o n str at e v ari ati o n i n t h e e x t e nt of m y c ot o xi n t ol er a n c e ?

T o  a d d r e s s  t h e s e  q u e s ti o n s,  w e  h a v e  p e r f o r m e d  m y c ot o xi n  

t ol e r a n c e a s s a y s o n m ulti pl e i s of e m al e li n e s of f o u r s p e ci e s wit hi n 

t h e i m mi gr a n s- tri p u n c t at a r a di ati o n.  Fi g u r e  1  p r o vi d e s  i m a g e s  of 

t h e  f o u r  s p e ci e s:  D.  f all e ni, D.  re c e n s , D.  n e ot e s t a c e a ,  a n d  D.  tri-

p u n c t at a  ( W e r n e r  et  al.,  2 0 2 0 ). Fi g u r e  2  s h o w s  e a c h  s p e ci e s  i n  

t h e  p h yl o g e n eti c  c o nt e x t.  D r o s o p hil a  tri p u n c t at a b el o n g s  t o  t h e 

tri p u n c t at a s p e ci e s g r o u p ( Cl a d e A), D.  n e ot e s t e c e a  b el o n g s t o t h e 

t e s t a c e a s p e ci e s  g r o u p  ( Cl a d e  B),  D.  r e c e n s a n d  D.  f all e ni b el o n g 

t o  t h e  q ui n a ri a  s p e ci e s  g r o u p,  Cl a d e  C 1,  a n d  Cl a d e  C 2,  r e s p e c -

ti v el y. E a c h of t h e s e f o u r s p e ci e s r e p r e s e nt s a m aj o r cl a d e of t h e 

i m mi gr a n s- tri p u n c t at a r a di ati o n  a n d  i s  k n o w n  t o  b e  m y c ot o xi n  

t ol e r a nt.

Pr e vi o u s r e s e ar c h o n m y c ot o xi n t ol er a n c e i n Dr o s o p hil a  h a s f o-

c u s e d o n α - a m a niti n, t h e t o xi n f o u n d at hi g h c o n c e ntr ati o n s i n s o m e 

A m a nit a  m u s hr o o m s p e ci e s ( G ar ci a et al., 2 0 1 5 ; J a e ni k e et al., 1 9 8 3 ; 

J a e ni k e,  1 9 8 5 ; L a c y, 1 9 8 4 ; S pi c er & J a e ni k e, 1 9 9 6 ; T u n o et al., 2 0 0 7 ; 

St u m p  et  al.,  2 0 1 1 ).  H o w e v er,  t o xi c  m u s hr o o m s  c o nt ai n  a  m yri a d  

of  dif f er e nt  t o xi n s  ( Yi n  et  al.,  2 0 1 9 ).  T h er ef or e,  st u di e s  b a s e d  o n  

a  si n gl e  t o xi n  i n  i s ol ati o n  h a v e  a  dr a w b a c k.  T h e y  c a n n ot  a c c o u nt  

f or  t h e  p ot e nti al  s y n er gi sti c  a n d  a nt a g o ni sti c  i nt er a c ti o n s  a m o n g  

dif f er e nt m y c ot o xi n s f o u n d i n wil d t o xi c m u s hr o o m s. I n t hi s st u d y, 

w e h a v e u s e d a n at ur al-  to xi n mi x ( S c ot t C hi al v o et al.,  2 0 2 0 ) a s a 

s o ur c e of m y c ot o xi n s. Fir st, u si n g t hi s n at ur al-  to xi n mi x e x tr a c t e d 

fr o m A m a nit a p h all oi d e s  m u s hr o o m s e n s ur e s a m y c ot o xi n r e pr e s e n-

t ati o n  si mil ar  t o  t h at  f o u n d  i n  t h e  wil d,  a s  it  c o nt ai n s  α - a m a niti n, 

β -	a m a niti n, 	 ɤ -	a m a niti n, 	 a m a ni n, 	 a m a n ulli n, 	 p h all a ci di n, 	 p h alli s a ci n, 	

p h all oi n,  p h alli si n,  a n d  p h all oi di n  ( S c ot t  C hi al v o  et  al.,  2 0 2 0 ).  T h e  

s e c o n d r e a s o n i s t h at α - a m a niti n i s e x p e n si v e, a n d t h er ef or e, t h e 

u s e  of  t h e  n at ur al-  to xi n  mi x  pr o v e d  t o  b e  c o st-  e f f e c ti v e  f or  t hi s  

l ar g e- s c al e  st u d y.
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2. 1   |  Fl y i s of e m al e li n e s

F o ur s p e ci e s w er e i n cl u d e d i n t hi s st u d y: D.  f all e ni, D.  r e c e n s, D.  n e -

ot e st a c e a , a n d D.  tri p u n ct at a. A d ult fli e s w er e c oll e ct e d b y n et s w e e p-

i n g o n f er m e nt e d b a n a n a b ait s, t o m at o b ait s, a n d m u s hr o o m b ait s 

o v er t h e s u m m er m o nt h s of 2 0 1 7 –  2 0 1 9 fr o m t w o di st a nt l o c ati o n s: 

Gr e at S m o k y M o u nt ai n N ati o n al P ar k n e ar G atli n b ur g, T N ( h er e af -

t er r ef err e d t o a s G S M) a n d Lit tl e B a y d e N o c i n E s c a n a b a i n T h e 

U p p er P e ni n s ul a of Mi c hi g a n ( h er e af t er r ef err e d t o a s E S C). T h e s e 

t w o	s it e s	a r e	a p pr o xi m at el y 	1 4 0 0  k m 	a p ar t. 	M ulti pl e 	s it e s	w er e 	u s e d 	

for fl y c oll e cti o n wit hi n e a c h l o c ati o n s p a n ni n g o v er 3 –  5  s q u ar e kil o-

m et er s. T h e s p e ci e s a n d t h e s e x of t h e c a pt ur e d fli e s w er e i d e ntifi e d, 

a n d i s of e m al e li n e s w er e s et u p b y a d di n g o n e wil d-  c a u g ht f e m al e 

wit h o n e wil d-  c a u g ht m al e fr o m t h e s a m e s p e ci e s a n d l o c ati o n a n d 

c oll e cti n g t h eir pr o g e n y ( D a vi d et al.,  2 0 0 5 ). T h e e st a bli s h e d i s of e-

m al e li n e s w er e m ai nt ai n e d o n a di et of C ar oli n a Bi ol o gi c al F or m ul a 

4 –  2 4 I n st a nt Dr o s o p hil a M e di u m s u p pl e m e nt e d wit h fi n el y gr o u n d, 

fr e e z e- dri e d A g ari c u s bi s p or u s  m u s hr o o m s ( Or e g o n m u s hr o o m s, O R) 

at a r ati o of 3 3. 2 8: 1 w / w, a n d a d e nt al r oll w a s a d d e d t o t h e f o o d 

vi al a s a p u p ati o n sit e. T h e st a n d ar d c o n diti o n s f or m ai nt e n a n c e a n d 

e x p eri m e nt s 	w er e 	2 2 ° C 	a n d 	a 	1 4  h: 1 0 	h 	(L: D) 	p h ot o p eri o d 	a t	6 0 % 	

h u mi dit y. T h e a ut h or s n ot e h er e t h at t h e i s of e m al e li n e s w er e m ai n -

t ai n e d i n t h e l a b or at or y f or at l e a st o v er a y e ar b ef or e t h e e x p eri -

m e nt s w er e c o n d u ct e d.

F I G U R E 1   R e pr e s e nt ati v e 	i m a g e s	of 	t h e	f o ur	or g a ni s m s 	u s e d 	i n	

t hi s st u d y
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2. 2   |   M y c ot o xi n t ol er a n c e a s s a y s

B a si c f o o d w a s pr e p ar e d b y mi xi n g 2 8. 3  g fr e e z e- d ri e d A.  bi s p or u s  

m u s hr o o m s  ( Or e g o n  m u s hr o o m s,  Or e g o n)  wit h  9 4 1. 9  g  C ar oli n a  

4 –  2 4 I n st a nt Dr o s o p hil a M e di u m a n d gri n di n g t h e m t o g et h er i nt o a 

fi n e p o w d er. F or m y c ot o xi n t ol er a n c e a s s a y s, cl e a n gl a s s vi al s w er e 

fill e d	wit h 	2 5 0  m g 	of 	b a si c 	f o o d.

T h e n at u r al-  to xi n mi x w a s p r o vi d e d b y D r. Cl a r e S c ot t-  C hi al v o 

( S c ot t  C hi al v o  et  al., 2 0 2 0 ),  w hi c h  c o nt ai n e d  m et h a n ol  a s  el u-

e nt. 	T o 	a c c o u nt 	fo r 	t hi s 	m et h a n ol, 	o n e 	m illilit e r	o f	0 . 5 6 %	m et h a -

n ol 	s ol uti o n 	w a s 	a d d e d 	to 	t h e 	c o nt r ol 	v i al s	c o nt ai ni n g 	2 5 0  m g 	o f	

b a si c f o o d. T h e m y c ot o xi n vi al s w e r e p r e p a r e d b y a d di n g 1  ml of 

t h e	n at u r al- 	to xi n 	m i x	(1 0 0  μ g / ml of k n o w n a m at o xi n s) t o t h e vi al s 

c o nt ai ni n g 	2 5 0  m g 	of 	b a si c 	f o o d.	B ot h 	c o nt r ol 	a n d 	m y c ot o xi n 	vi al s 	

w e r e 	 w ei g h e d 	 a n d 	 s u bj e c t e d 	 to 	 v a c u u m 	 e v a p o r ati o n 	 fo r 	 9 6  h 	 a t	

ro o m t e m p e r at u r e t o r e m o v e m et h a n ol f r o m t h e vi al s. T h e l o s s i n 

w ei g ht (i n g r a m s) i n t h e vi al s w a s r e pl e ni s h e d wit h t h e a p p r o p ri at e 

a m o u nt (i n ml) of s t e ril e di s till e d w at e r. T h e o pti m al d u r ati o n of 

v a c u u m e v a p o r ati o n w a s i d e ntifi e d u si n g p r eli mi n a r y s t u di e s a n d 

9 6  h 	o f	v a c u u m 	e v a p o r ati o n 	s h o w e d 	s u r vi v o r s hi p 	t h at 	w a s 	c o m p a -

r a bl e t o vi al s wit h o ut m et h a n ol.

W at e r 	a g a r 	p l at e s	w e r e 	p r e p a r e d	u si n g 	1 5  g 	B a c t o 	A g a r 	(Si g m a 	

A l d ri c h)	 in 	 5 0 0  ml 	 o f	 d i s till e d	 w at e r 	 a n d 	 a d di n g 	 T e g o s e pt 	 to 	 a 	

fi n al	 c o n c e nt r ati o n 	 o f	 0 . 1 %	 a n d 	 p o u r e d 	 int o 	 3 0  m m 	 P et ri- 	p l at e s.	

T h e s e pl at e s s n u gl y fit t h e pl a s ti c b ot tl e s t h at w e r e u s e d t o m a k e 

e g g-  l ayi n g c h a m b e r s. Ti n y h ol e s w e r e p u n c h e d i nt o t h e s e pl a s ti c 

b ot tl e s f o r a e r ati o n. E q u al a m o u nt s of d r y y e a s t a n d f r e e z e -  d ri e d 

m u s h r o o m  p o w d e r  w e r e  mi x e d  t o g et h e r  wit h  a ut o cl a v e d  di s -

till e d  w at e r  t o  p r e p a r e  a  p a s t e  ( p r e p a r e d  f r e s h  d ail y).  A  d r o p  of 

t hi s p a s t e w a s a p pli e d t o t h e w at e r a g a r pl at e. R e c e ntl y e cl o s e d 

m al e s a n d f e m al e s of e a c h i s of e m al e li n e w e r e t r a n sf e r r e d t o e g g-  

la y 	c h a m b e r s 	a n d 	a ll o w e d	to 	o v i p o sit	a t	2 2 ° C 	a n d 	a 	1 4  h: 1 0  h 	(L: D) 	

p h ot o p e ri o d 	a t	6 0 % 	h u mi dit y. 	T h e 	n e x t 	d a y, 	t h e 	p l at e s	w e r e 	r e -

pl a c e d wit h f r e s h pl at e s, a n d t h e w at e r a g a r pl at e s wit h o vi p o sit e d 

e g g s 	w e r e 	a ll o w e d	to 	h at c h 	a t	2 2 ° C 	a n d 	a 	1 4  h: 1 0  h 	(L: D) 	p h ot o p e -

ri o d	 a t	 6 0 % 	 h u mi dit y. 	 T h e 	 h at c h e d 	 fir s t-	in s t a r 	 la r v a e 	 w e r e 	 u s e d 	

fo r t h e e x p e ri m e nt s. Pil ot s t u di e s w e r e p e r f o r m e d t o i d e ntif y t h e 

o pti m al l a r v al d e n sit y f o r e a c h s p e ci e s. A s a r e s ult, 1 5 fir s t-  in s t a r 

l a r v a e w e r e a d d e d t o e a c h vi al i n t h e c a s e of D.  fall e ni , D.  re c e n s , 

a n d D.  tri p u n ct at a,  w h e r e a s  2 0  fir s t- in s t a r  l a r v a e  w e r e  a d d e d  t o 

e a c h vi al f o r D.  n e ot e st a c e a . T h e e x p e ri m e nt s w e r e c o n d u c t e d i n 

t ri pli c at e s. E a c h e x p e ri m e nt w a s c o n d u c t e d o n c o n s e c uti v e d a y s 

t o  g e n e r at e  t h r e e  r e pli c at e s  f o r  e a c h  of  t h e  1 0  i s of e m al e  li n e s /

l o c ati o n / s p e ci e s f o r t w o t r e at m e nt s ( c o nt r ol a n d m y c ot o xi n).

2. 2. 1   |    D e v el o p m e nt 	ti m e,	t h or a x	l e n gt h	

m e a s ur e m e nt s, a n d s ur vi v al

T h e vi al s w er e c h e c k e d d ail y t o r e c or d t h e ti m e t o p u p ati o n, s ur vi v al 

t o p u p ati o n, ti m e t o e cl o si o n, a n d s ur vi v al t o e cl o si o n. T h e e cl o s e d 

fli e s	w er e 	c oll e ct e d 	w it hi n	2 4  h 	b y 	li g ht	C O 2  a n e st h e si a, s e x e d, a n d 

pl a c e d l at er all y t o m e a s ur e t h e t h or a x l e n g t h. T h e t h or a x' s a nt eri or 

m ar gi n l e n g t h t o t h e s c ut ell u m' s p o st eri or ti p w a s m e a s ur e d a n d r e -

c or d e d a s t h e t h or a x l e n g t h. T h e t h or a x l e n g t h of t h e e cl o s e d fli e s 

w a s 	m e a s ur e d 	to 	th e 	n e ar e st 	0 . 0 2 5  m m	w it h	a n 	O l y m p u s	S Z X 1 6 	d i s-

s e cti o n mi cr o s c o p e fit t e d wit h a n Ol y m p u s D P 7 2 c a m er a, u si n g t h e 

I m a g e S c a n s of t w ar e ( H a s s o n et al., 1 9 9 2 ).

T h e e cl o s e d f e m al e s w er e u s e d f or t h e f e c u n dit y a s s a y s, a n d t h e 

e cl o s e d m al e s w er e u s e d f or t h e l o n g e vit y a s s a y s. T h e e x p eri m e nt s 

w er e t er mi n at e d af t er e n s uri n g t h at n o n e w fli e s h a d e m er g e d f or 

f o ur c o n s e c uti v e d a y s.

2. 2. 2   |   F e c u n dit y 	a s s a y s

O nl y f e m al e fli e s w er e u s e d f or t h e f e c u n dit y a s s a y s. F e m al e fli e s 

e cl o s e d fr o m t h e m y c ot o xi n t ol er a n c e a s s a y vi al s w er e l a b el e d a p -

pr o pri at el y 	 a n d 	 m ai nt ai n e d 	 in di vi d u all y 	 in 	 fo o d 	 v i al s	 for 	 3  d a y s 	 a s 	

v ir gi n s. T h e y w er e t h e n tr a n sf err e d i n di vi d u all y i nt o a fr e s h f o o d vi al 

wit h t hr e e 3-  d a y-  o l d vir gi n m al e s fr o m t h e l a b or at or y st o c k s of t h e 

s a m e i s of e m al e li n e. T h e s e p ar e nt fli e s w er e tr a n sf err e d t o a n e w 

vi al 	e v er y 	3  d a y s. 	A f t er	1 5  d a y s, 	th e 	a d ult 	fli e s	w er e 	re m o v e d. 	T h e 	

o ff s pri n g	o f	th e 	fe m al e s 	th at 	s ur vi v e d 	th e 	full 	1 5  d a y s 	w er e 	c o u nt e d 	

to pr o vi d e a n e sti m at e of f e c u n dit y. W e n ot e t h at t hi s a s s a y c a n n ot 

b e u s e d t o e v al u at e e g g-  to-  a d ult s ur vi v al ( D y er & H all,  2 0 1 9 ).

F I G U R E 2   P h yl o g e n eti c 	tr e e	s h o wi n g 	diff er e nt 	cl a d e s 	wit hi n 	t h e	

im mi gr a n s-  tri p u n ct at a r a di ati o n. T h e f o ur s p e ci e s, o n e fr o m e a c h 

cl a d e, ar e s h o w n wit h gr e e n arr o w s. I m a g e r e pr o d u c e d fr o m S c ot t 

C hi al v o et al. ( 2 0 1 9 ), wit h c o p yri g ht p er mi s si o n fr o m t h e j o ur n al
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2. 2. 3   |   L o n g e vit y 	a s s a y s

O nl y m al e fli e s w er e u s e d f or t h e l o n g e vit y st u d y. M al e fli e s e cl o s e d 

fr o m t h e m y c ot o xi n t ol er a n c e a s s a y vi al s w er e m ai nt ai n e d i n di vi d u all y 

i n	ti n y	5 -	m l	g l a s s	v i al s	c o nt ai ni n g 	a p pr o xi m at el y 	2 5 0  m g 	o f	th e 	b a si c 	

fo o d u s e d t o cr e at e t h e m y c ot o xi n t ol er a n c e a s s a y vi al s. T h e vi al s w er e 

c h e c k e d e v er y alt er n at e d a y t o r e c or d a n y d e a d fli e s, a n d t h e r e m ai n -

i n g	fli e s	w er e 	tr a n sf err e d	t o	fr e s h	f o o d	vi al s 	e v er y 	2 – 	3  d a y s.

2. 3   |  St ati sti c al a n al y s e s

All  st ati sti c al  a n al y s e s  w er e  d o n e  u si n g  R  v er si o n  3. 6. 1  

(ht t p s: // w w w.r-  pr oj e  ct. or g /f o u n d  ati o n / )  a n d  R  St u di o  v er si o n  

2 0 2 1. 0 9. 2  +   3 8 2	 (h t t p s: // w w w.r st u d i o. c o m /).  W e  u s e d  t h e  li n e ar  

mi x e d m o d el ( L M M) a n d t h e g e n er ali z e d li n e ar-  m i x e d eff e ct s m o d el 

( G L M M),  i m pl e m e nt e d  i n  R  p a c k a g e  ‘l m e 4’  ( B at e s  et  al., 2 0 1 5 ),  t o  

d et er mi n e t h e i n d e p e n d e nt v ari a bl e s t h at c a n e x pl ai n t h e v ari ati o n 

i n s ur vi v al, d e v el o p m e nt ti m e, b o d y si z e, f e c u n dit y, a n d l o n g e vit y. 

W e m o d el e d p u p al a n d s ur vi v al t o e cl o si o n u si n g a bi n o mi al li n e ar 

mi x e d m o d el wit h t h e l o gi sti c li n k f u n cti o n. W e u s e d t h e li n e ar mi x e d 

m o d el t o m o d el d e v el o p m e nt ti m e, f e c u n dit y, l o n g e vit y, a n d t h or a x 

l e n g t h s. T h e d e v el o p m e nt ti m e a n d t h or a x l e n g t h s w er e a n al y z e d f or 

e a c h s e x s e p ar at el y. T o d et e ct w h et h er m y c ot o xi n t ol er a n c e s h o w s 

i nt er s p e cifi c v ari ati o n, w e fir st fit t e d a G L M M t h at i n cl u d e s t h e m ai n 

eff e ct s, t h e t w o-  w a y i nt er a cti o n s, a n d t h e t hr e e-  w a y i nt er a cti o n of 

t h e s p e ci e s, t h e tr e at m e nt, a n d t h e l o c ati o n a s t h e fi x e d eff e ct s. T h e 

li k eli h o o d t e st ( L R T) w a s u s e d t o t e st if t h e t hr e e i nt er a cti o n w a s 

si g nifi c a nt. T h e fi n al m o d el i n cl u d e s t h e m ai n eff e ct s a n d t h e t w o-  

w a y i nt er a cti o n s of t h e s p e ci e s, t h e tr e at m e nt, a n d t h e t hr e e-  w a y 

i nt er a cti o n o nl y if t h e t hr e e- w a y i nt er a cti o n i s si g nifi c a nt (i n ot h er 

w or d s, t h e p - v al u e fr o m t h e L R T f or t h e t hr e e-  w a y i nt er a cti o n i s l e s s 

t h a n 0. 0 5). I n all m o d el s, t h e i s of e m al e li n e s a n d t h e r e pli c at e vi al s 

w er e  i n cl u d e d  a s  t h e  r a n d o m  eff e ct s.  T o  c h e c k  t h e  s uffi ci e n c y  of  

t h e  m o d el,  t h e  s c at t er  pl ot s  of  t h e  d e vi a n c e  r e si d u al s  a g ai n st  t h e  

pr e di ct e d v al u e s w er e g e n er at e d, a n d t h e di s p er si o n p ar a m et er w a s 

e sti m at e d b a s e d o n t h e r ati o of t h e s u m of s q u ar e d d e vi a n c e r e si d u -

al s a n d t h e d e gr e e s of fr e e d o m of t h e m o d el if t h e bi n o mi al li n e ar 

mi x e d m o d el w a s u s e d.

T o e v al u at e t h e eff e ct of t o xi n tr e at m e nt, w e fit t e d eit h er a bi -

n o mi al  li n e ar  mi x e d  or  li n e ar  mi x e d  m o d el  t o  a s s e s s  w h et h er  t h e  

tr e at m e nt  aff e ct s  t h e  s e v e n  gr o s s  p h e n ot y p e s.  I n  all  m o d el s,  t h e  

m ai n  eff e ct  of  t h e  tr e at m e nt  w a s  t h e  o nl y  fi x e d  eff e ct,  a n d  t h e  

i s of e m al e li n e s a n d t h e r e pli c at e vi al s w er e i n cl u d e d a s t h e r a n d o m 

eff e ct s.  T h e  a n al y si s  w a s  c o n d u ct e d  f or  e a c h  of  f o ur  s p e ci e s  a n d  

s e v e n gr o s s p h e n ot y p e s s e p ar at el y. A m o n g s e v e n gr o s s p h e n ot y p e s, 

t h e d e v el o p m e nt ti m e of e cl o si o n a n d t h e t h or a x l e n g t h of e cl o si o n 

w er e a n al y z e d f or t h e m al e s a n d t h e f e m al e s s e p ar at el y. T h er ef or e, 

3 6 p - v al u e s w er e o bt ai n e d. T o a c c o u nt f or t h e m ulti pl e t e sti n g a d -

j u st m e nt, b ot h t h e p - v al u e a dj u st e d u si n g t h e B o nf err o ni c orr e cti o n 

a n d t h e f al s e di s c o v er y r at e ( F D R) c al c ul at e d wit h t h e B e nj a mi ni –  

H o c h b er g m et h o d ( B e nj a mi ni & H o c h b er g,  1 9 9 5 ) w er e pr e s e nt e d. 

T h e 	F D R  <   0. 0 5	w a s 	u s e d 	a s 	a 	c ut off 	f or	si g nifi c a nt 	r e s ult s.

T o i d e ntif y t h e e x t e nt of t ol er a n c e f or e a c h i s of e m al e li n e, t h e 

bi n o mi al li n e ar mi x e d m o d el w a s p er f or m e d o n e a c h i s of e m al e li n e 

wit h t h e r e pli c at e vi al a s a r a n d o m eff e ct, a n d t h e li n e s w er e s e g -

r e g at e d b a s e d o n t h eir p - v al u e s. Hi g h-  tol er a n c e li n e s w er e i d e nti -

fi e d a s t h o s e i n w hi c h n o si g nifi c a nt diff er e n c e i n s ur vi v al b et w e e n 

t h e c o ntr ol a n d t h e m y c ot o xi n tr e at m e nt s w a s o b s er v e d or w h er e 

t h e  s ur vi v al  w a s  si g nifi c a ntl y  hi g h er  i n  t h e  m y c ot o xi n  tr e at m e nt.  

I s of e m al e li n e s wit h si g nifi c a ntl y l o w s ur vi v or s hi p o n t h e m y c ot o xi n 

tr e at m e nt  ( p - v al u e < . 0 5)  w er e  c at e g ori z e d  a s  l o w- tol er a n c e  li n e s.  

F or t h e s c o p e of t hi s st u d y, hi g h t ol er a n c e i s d efi n e d a s t h e a bilit y of 

a n i s of e m al e li n e t o s ur vi v e i n t h e pr e s e n c e of t h e n at ur al-  to xi n mi x 

( 1 0 0 μ g / ml of k n o w n a m at o xi n s).

F or i ntr a s p e cifi c v ari ati o n, b ef or e m o d el fit ti n g, w e pr u n e d t h e 

d at a t o e x cl u d e i s of e m al e li n e s w h er e o nl y o n e d at a p oi nt w a s o b -

s er v e d  p er  tr e at m e nt.  T hi s  e x cl u si o n  all o w e d  u s  t o  eli mi n at e  d at a  

t h at  c o ul d  n ot  e sti m at e  v ari ati o n  wit hi n  a n  i s of e m al e  li n e.  W e  a s -

s e s s e d  w h et h er  t h e  m ai n  eff e ct s:  ( a)  i s of e m al e  li n e,  ( b)  tr e at m e nt  

( pr e s e n c e or a b s e n c e of m y c ot o xi n), ( c) l o c ati o n, a n d ( d) i nt er a cti o n s 

b et w e e n t h e m ai n eff e ct s aff e ct t h e s e v e n gr o s s p h e n ot y p e s ( s ur -

vi v al t o p u p ati o n, s ur vi v al t o e cl o si o n, d e v el o p m e nt ti m e t o p u p ati o n 

a n d e cl o si o n, t h or a x l e n g t h, f e c u n dit y, a n d l o n g e vit y) i n e a c h s p e -

ci e s. T h e i s of e m al e li n e s a n d t h e r e pli c at e vi al s w er e i n cl u d e d i n t h e 

a n al y si s a s r a n d o m eff e ct s.

3   |   R E S U L T S

3. 1   |  I nt er s p e cifi c v ari ati o n

F or s ur vi v al t o p u p ati o n a n d s ur vi v al t o e cl o si o n, t h e p - v al u e s f or t h e 

t hr e e- w a y i nt er a cti o n w er e 0. 2 7 3 a n d 0. 4 3 1, r e s p e cti v el y. Eit h er of 

t h e m a c hi e v e d t h e si g nifi c a n c e l e v el of 0. 0 5. T h er ef or e, t h e m o d -

el s  wit h  all  t h e  m ai n  eff e ct s  a n d  t h e  t w o-  w a y  i nt er a cti o n s  of  t h e  

s p e ci e s, t h e tr e at m e nt, a n d t h e l o c ati o n w er e u s e d. T a bl e s  1  a n d 2  

pr e s e nt t h e p - v al u e s fr o m t h e L R T f or e a c h t er m i n t h e m o d el s f or 

s ur vi v al t o p u p ati o n a n d s ur vi v al t o e cl o si o n, r e s p e cti v el y. T h e l e a st 

s q u ar e 	e sti m at e s 	o f	e sti m at e 	a n d 	b o u n d s 	(9 5 % 	c o nfi d e n c e 	int er v al s) 	

o f t h e l o g arit h mi c of t h e o d d s r ati o b et w e e n e a c h p air of s p e ci e s 

str atifi e d b y t h e tr e at m e nt ar e pr e s e nt e d i n T a bl e s  S 1  a n d S 2 , r e-

s p e cti v el y. W e o b s er v e d a si g nifi c a nt i nt er s p e cifi c v ari ati o n i n m y c o -

t o xi n t ol er a n c e f or s ur vi v al t o p u p ati o n ( p - v al u e < . 0 0 1, T a bl e  1 ) an d 

T A B L E 1   G L M M 	a n al y si s 	of 	i nt er s p e cifi c	v ari ati o n 	i n	m y c ot o xi n 	

tol er a n c e f or s ur vi v al t o p u p ati o n

Ef f e c t

C hi-  s q u a r e 

s t ati s ti c

D e gr e e s of 

fr e e d o m p - v al u e

S p e ci e s 4 4. 7 0 4 1 1. 0 7  ×   1 0− 9

Tr e at m e nt 0. 0 0 7 3 . 9 3 5

L o c ati o n 0. 0 0 0 1 . 9 8 3

S p e ci e s: Tr e at m e nt 3 2 0. 9 7 3 1 2. 8 7  ×   1 0− 6 9

S p e ci e s: L o c ati o n 7. 5 5 7 3 0. 0 5 6

Tr e at m e nt: L o c ati o n 4. 9 1 4 3 . 0 2 7

https://www.r-project.org/foundation/
https://www.rstudio.com/
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s ur vi v al t o e cl o si o n ( p - v al u e < . 0 0 1, T a bl e  2 ) am o n g t h e f o ur s p e ci e s: 

D.  fall e ni , D.  re c e n s , D.  n e ot e st a c e a , a n d D.  tri p u n ct at a. A s d e pi ct e d 

i n Fi g ur e s  3  a n d 4 , p u p al a n d s ur vi v al t o e cl o si o n w a s u n aff e ct e d i n 

D.  fall e ni , sli g htl y aff e ct e d i n D.  re c e n s , a n d si g nifi c a ntl y r e d u c e d i n 

D.  n e ot e st a c e a  a n d D.  tri p u n ct at a.

T h e  si g nifi c a nt  tr e at m e nt  eff e ct s  ar e  pr e s e nt e d  i n  T a bl e  3 .  Th e  

r e s ult s f or all f o ur s p e ci e s a n d s e v e n gr o s s p h e n ot y p e s c a n b e f o u n d 

i n T a bl e S 3 . I nt er e sti n gl y, t h e eff e ct of m y c ot o xi n tr e at m e nt f oll o w e d 

a si mil ar tr e n d ( T a bl e  3 ). F or e x a m pl e, o nl y p u p al d e v el o p m e nt ti m e 

w a s si g nifi c a ntl y d el a y e d i n i s of e m al e li n e s of D . f all e ni ( F D R =  0. 0 0 1 

a n d t h e a dj u st e d p - v al u e < . 0 5). S ur vi v al t o p u p ati o n a n d s ur vi v al t o 

e cl o si o n  w er e  si g nifi c a ntl y  r e d u c e d  i n  D.  r e c e n s i s of e m al e  li n e s  ( all  

c orr e s p o n di n g  F D R s  a n d  t h e  a dj u st e d  p - v al u e s < . 0 0 1).  M y c ot o xi n  

tr e at m e nt  si g nifi c a ntl y  aff e ct e d  f o ur  p h e n ot y p e s  i n  D.  n e ot e st a c e a : 

s ur vi v al 	 to 	 p u p ati o n 	 (F D R  <   0. 0 0 1	 a n d 	 th e 	 a dj u st e d 	 p - v al u e < . 0 0 1), 

s ur vi v al 	 to 	 e cl o si o n 	 (F D R  <   0. 0 0 1	 a n d 	 th e 	 a dj u st e d 	 p - v al u e < . 0 0 1), 

p u p al 	 d e v el o p m e nt 	 ti m e	 (F D R  <   0. 0 0 1	 a n d 	 th e 	 a dj u st e d 	 p - v al u e 

< . 0 0 1),	a n d 	d e v el o p m e nt 	ti m e	o f	e cl o s e d 	fe m al e s 	(F D R  <   0. 0 1	a n d 	th e 	

a dj u st e d p - v al u e < . 0 5). M y c ot o xi n t ol er a n c e aff e ct e d si x p h e n ot y p e s 

i n D.  tri p u n ct at a,	s ur vi v al 	to 	p u p ati o n 	(F D R  <   0. 0 0 1	a n d 	th e 	a dj u st e d 	

p - v al u e < . 0 0 1),	 s ur vi v al 	 to 	 e cl o si o n 	 (F D R  <   0. 0 0 1	 a n d 	 th e 	 a dj u st e d 	 

p - v al u e < . 0 0 1),	p u p al 	d e v el o p m e nt 	ti m e	(F D R  <   0. 0 5	a n d 	th e 	a dj u st e d 	

p - v al u e  = 	.6 2 4), 	d e v el o p m e nt 	ti m e	o f	e cl o s e d 	m al e s 	(F D R  <   0. 0 1	a n d 	

th e a dj u st e d p - v al u e  = 	. 1 1 5),	a n d 	t h or a x	l e n gt h s	of 	m al e s 	( F D R <   0. 0 0 1	

a n d t h e a dj u st e d p - v al u e < . 0 5)	a n d 	fe m al e s 	(F D R  <   0. 0 1	a n d 	th e 	a d -

j u st e d p - v al u e  =  .0 5 5). It i s i ntri g ui n g t h at w hil e m y c ot o xi n tr e at m e nt 

d el a y e d p u p al d e v el o p m e nt i n D.  f all e ni a n d D.  n e ot e st a c e a , t h e d e-

v el o p m e nt ti m e w a s r e d u c e d d u e t o m y c ot o xi n tr e at m e nt i n D.  tri-

p u n ct at a  (Fi g ur e  5 ). P e c uli arl y, D.  tri p u n ct at a w a s al s o t h e o nl y s p e ci e s 

o ut of t h e f o ur w h er e t h e m y c ot o xi n tr e at m e nt r e d u c e d t h e t h or a x 

l e n gt h s of t h e e cl o s e d m al e s a n d f e m al e s si g nifi c a ntl y (Fi g ur e  6 ). It 

w o ul d b e i nt er e sti n g t o k n o w w h et h er D.  tri p u n ct at a di s pl a y s a tr a d e- 

o ff b et w e e n p u p al d e v el o p m e nt ti m e a n d b o d y si z e.

T h e n u m b er of hi g h-  tol er a n c e i s of e m al e li n e s i n e a c h s p e ci e s i s 

pr e s e nt e d i n T a bl e S 4 . W h e n t h e m y c ot o xi n t ol er a n c e w a s e v al u at e d 

f or e a c h i s of e m al e li n e i n D.  f all e ni, o nl y t w o i s of e m al e li n e s of 2 0 

s h o w e d  r e d u c e d  s ur vi v al  o n  m y c ot o xi n  tr e at m e nt.  H o w e v er,  c o n -

tr ar y t o D.  f all e ni, m o st of t h e i s of e m al e li n e s of D.  n e ot e st a c e a  a n d 

D.  tri p u n ct at a s h o w e d l o w t ol er a n c e ( 1 2 / 2 0 a n d 1 5 / 2 0, r e s p e cti v el y). 

Dr o s o p hil a r e c e n s  h a d  i nt er m e di at e  t ol er a n c e  wit h  7/ 2 0  i s of e m al e  

li n e s s h o wi n g l o w t ol er a n c e t o m y c ot o xi n tr e at m e nt.

3. 2   |  I ntr a s p e cifi c g e n eti c v ari ati o n

I n all t h e f o ur s p e ci e s, t h e tr ait s t h at w er e si g nifi c a ntl y aff e ct e d b y 

t h e i nt er a cti o n b et w e e n tr e at m e nt a n d t h e i s of e m al e li n e ar e t a b u -

l at e d i n T a bl e  4 . All f o ur s p e ci e s (D.  f all e ni, D.  r e c e n s, D.  n e ot e st a c e a , 

a n d D.  tri p u n ct at a) s h o w e d i ntr a s p e cifi c g e n eti c v ari ati o n i n m y c o-

t o xi n t ol er a n c e f or s ur vi v al t o p u p ati o n a n d p u p al d e v el o p m e nt ti m e. 

A d diti o n all y, e a c h s p e ci e s s h o w e d i ntr a s p e cifi c g e n eti c v ari ati o n i n 

ot h er tr ait s a s w ell ( T a bl e  4 , F i g ur e s 7 –  1 0 ). R e s ult s of t h e st ati sti c al 

T A B L E 2   G L M M 	a n al y si s 	of 	i nt er s p e cifi c	v ari ati o n 	i n	m y c ot o xi n 	

tol er a n c e f or s ur vi v al t o e cl o si o n

Ef f e c t

C hi-  s q u a r e 

s t ati s ti c

D e gr e e s of 

fr e e d o m p - v al u e

S p e ci e s 5 4. 6 3 4 1 8. 2 2  ×   1 0− 1 2

Tr e at m e nt 0. 1 3 3 9 3 . 7 1 4

L o c ati o n 2. 1 4 9 1 . 1 4 3

S p e ci e s: Tr e at m e nt 1 0 8. 2 8 1 1 2. 5 7  ×   1 0− 2 3

S p e ci e s: L o c ati o n 3. 5 6 1 3 . 3 1 3

Tr e at m e nt: L o c ati o n 5. 4 5 3 3 . 0 1 9

F I G U R E 3  I nt er s p e cifi c 	v ari ati o n 	
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a n al y si s f or i ntr a s p e cifi c g e n eti c v ari ati o n i n m y c ot o xi n t ol er a n c e f or 

all s p e ci e s a n d tr ait s c a n b e f o u n d i n T a bl e s  S 5 –  S 8 . T h e e sti m at e s 

a n d b o u n d s f or e a c h s p e ci e s a n d tr ait c a n b e f o u n d i n T a bl e s  S 9 –  S 4 4.

3. 3   |   G e o gr a p hi c al v ari ati o n

T h e l o c ati o n a n d tr e at m e nt i nt er a cti o n si g nifi c a ntl y aff e ct e d s ur vi v al 

t o  p u p ati o n  ( p - v al u e < . 0 5)  a n d  s ur vi v al  t o  e cl o si o n  (p - v al u e < . 0 5) 

(T a bl e s  1  a n d 2 ). T a bl e s S 4 5 a n d S 4 6  i n cl u d e t h e e sti m at e s, b o u n d s, 

a n d eff e ct si z e s. G e n er all y, i s of e m al e li n e s fr o m t h e G S M l o c ati o n 

s h o w e d a p o or er s ur vi v al d u e t o m y c ot o xi n tr e at m e nt a s c o m p ar e d 

t o t h e E S C l o c ati o n.

W hil e  p er f or mi n g  st ati sti c al  a n al y s e s  f or  i ntr a s p e cifi c  g e n eti c  

v ari ati o n, w e al s o o b s er v e d t h at t h e l o c ati o n a n d tr e at m e nt i nt er -

a cti o n si g nifi c a ntl y aff e ct e d t h e d e v el o p m e nt ti m e i n D.  tri p u n ct at a. 

M al e s a n d f e m al e s of D.  tri p u n ct at a i s of e m al e li n e s fr o m E S C s h o w e d 

a si g nifi c a nt i n cr e a s e i n d e v el o p m e nt ti m e a s c o m p ar e d t o t h eir G S M 

c o u nt er p ar t s 	 (f al s e	 d i s c o v er y	 rat e 	 (F D R)  <   0. 0 5,	 e a c h; 	 F i g ur e 1 1 , 

T a bl e  4 , a n d T a bl e S 8 ).

4   |   D I S C U S S I O N

T hi s st u d y pr o vi d e s t hr e e k e y fi n di n g s. Fir stl y, it d e m o n str at e s si g -

nifi c a nt i nt er s p e cifi c v ari ati o n i n m y c ot o xi n t ol er a n c e. S e c o n dl y, it 

s h o w s i ntr a s p e cifi c g e n eti c v ari ati o n f or m y c ot o xi n t ol er a n c e i n e a c h 

of t h e f o ur s p e ci e s c o n si d er e d. T hir dl y, t hi s st u d y al s o r e v e al s g e o -

gr a p hi c al  v ari ati o n  i n  m y c ot o xi n  t ol er a n c e  b et w e e n  t h e  t w o  l o c a -

ti o n s: E s c a n a b a a n d t h e Gr e at S m o k y M o u nt ai n s.

Wit hi n t h e i m mi gr a n s- tri p u n ct at a r a di ati o n, m y c o p h a g y a n d m y-

c ot o xi n  t ol er a n c e  h a v e  b e e n  w ell  e st a bli s h e d  ( B at e s  et  al.,  2 0 1 5 ; 

J a e ni k e,  1 9 8 3 ;  S c ot t  C hi al v o  &  W er n er, 2 0 1 8 ;  St u m p  et  al., 2 0 1 1 ; 

S u br a m a ni a n  &  R u p  S ar k ar,  2 0 1 5 ).  T h er ef or e,  f o ur  m y c o p h a g o u s  

s p e ci e s r e pr e s e nti n g f o ur m aj or cl a d e s of t h e i m mi gr a n s- tri p u n ct at a 

r a di ati o n w er e u s e d i n t hi s st u d y t o u n d er st a n d t h e e v ol uti o n of m y -

c ot o xi n t ol er a n c e i n diff er e nt s p e ci e s. W e o b s er v e d si g nifi c a nt i n -

t er s p e cifi c v ari ati o n i n m y c ot o xi n t ol er a n c e i n f o ur s p e ci e s ( D.  f all e ni, 

D.  re c e n s , D.  tri p u n ct at a, a n d D.  n e ot e st a c e a ). Dr o s o p hil a f all e ni  w a s 

t h e m o st t ol er a nt, f oll o w e d b y D.  r e c e n s, D.  n e ot e st a c e a , a n d D.  tri-

p u n ct at a , i n t h at or d er.

Wit hi n t h e q ui n ari a  s p e ci e s gr o u p, D.  fall e ni  a n d D.  re c e n s  s plit ~ 2 0 

milli o n y e ar s a g o ( M y a) (I z u mit a ni et al.,  2 0 1 6 ). I n o ur st u d y, D.  f all-

e ni  a p p e ar s  t o  b e  m or e  m y c ot o xi n-  tol er a nt  t h a n  D.  r e c e n s.  A  c o m-

p ari s o n b et w e e n D.  f all e ni a n d D.  r e c e n s h a s b e e n m a d e pr e vi o u sl y 

( J a e ni k e, 1 9 8 5 ), w h er e it w a s o b s er v e d t h at D.  f all e ni l ar v a e c o ul d n ot 

s ur vi v e t o a d ult h o o d at α -	a m a niti n 	c o n c e ntr ati o n s 	a b o v e 	5 0 0  μ g / ml of 

f o o d, w h er e a s D.  r e c e n s	s ur vi v e d 	a t	c o n c e ntr ati o n s 	u p 	to 	1 0 0 0  μ g / ml 

of f o o d. F ur t h er m or e, St u m p et al.  (2 0 1 1 ) o b s er v e d t h at D.  f all e ni w a s 

m y c ot o xi n-  tol er a nt b ut s h o w e d a st ati sti c all y si g nifi c a nt dr o p i n s ur -

vi v al 	o n 	fo o d 	c o nt ai ni n g 	5 0  μ g / ml of α - a m a niti n. W e, o n t h e c o ntr ar y, 

h a v e o b s er v e d D.  f all e ni i s of e m al e li n e s t o b e hi g hl y t ol er a nt. A li k el y 

e x pl a n ati o n f or t hi s di s cr e p a n c y c o ul d b e t h at t h e pr e vi o u s st u di e s 

w er e p erf or m e d o n a si n gl e i s of e m al e li n e. I n c o ntr a st, w e h a v e t e st e d 

2 0  i s of e m al e  li n e s  p er  s p e ci e s,  w hi c h  pr o vi d e d  a  b ett er  d at a s et  t o  

e sti m at e i nt er s p e cifi c v ari ati o n.

T h e m aj o rit y of i s of e m al e li n e s of D.  n e ot e st a c e a  ( 1 2 / 2 0) a n d 

D.  tri p u n ct at a ( 1 6 / 2 0)  (r e p r e s e nt ati v e  s p e ci e s  of  t h e  tri p u n ct at a 

a n d t e st a c e a s p e ci e s g r o u p s, r e s p e c ti v el y) s h o w e d l o w m y c ot o xi n 

t ol e r a n c e.  F u r t h e r m o r e,  t h e s e  s p e ci e s  s h o w e d  r e d u c e d  o v e r all  

s u r vi v al i n t h e p r e s e n c e of t h e n at u r al-  to xi n mi x. O u r o b s e r v ati o n s 

s u g g e s t  t h at  s p e ci e s  f r o m  t h e  q ui n ari a  s p e ci e s  g r o u p  ( D.  f all e ni 

a n d D.  r e c e n s) h a v e r et ai n e d t h e m y c ot o xi n t ol e r a n c e t r ait b et t e r 

t h a n s p e ci e s f r o m t h e t e st a c e a a n d tri p u n ct at a s p e ci e s g r o u p s. It 

i s w o r t h m e nti o ni n g t h at t h e tri p u n ct at a a n d t h e t e st a c e a s p e ci e s 

g r o u p s  h a v e  di v e r g e d  f r o m  t h e  q ui n ari a  s p e ci e s  g r o u p  ~ 2 7  M y a  

F I G U R E 4  I nt er s p e cifi c 	v ari ati o n 	
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(I z u mit a ni et al., 2 0 1 6 ). W e s u g g e s t t h at dif f e r e nt s el e c ti v e p r e s-

s u r e s  t h at  h a v e  b r o u g ht  a b o ut  t h e  di v e r g e nt  e v ol uti o n  a n d  s p e -

ci ati o n  a m o n g  t h e s e  f o u r  s p e ci e s  h a v e  al s o  af f e c t e d  m y c ot o xi n  

t ol e r a n c e. It w o ul d b e i nt e r e s ti n g t o i d e ntif y t h e g e n eti c a n d g e -

n o mi c c h a n g e s t h at m a y h a v e alt e r e d t h e e x t e nt of m y c ot o xi n t ol -

e r a n c e a m o n g t h e s e s p e ci e s.

W e u s e d t h e i s of e m al e li n e t e c h ni q u e t o i n v e sti g at e t h e i ntr a -

s p e cifi c g e n eti c v ari ati o n of m u s hr o o m t o xi n t ol er a n c e ( H off m a n n 

& P ar s o n s,  1 9 8 8 ). T hi s t e c h ni q u e i s b a s e d o n a si m pl e c o n c e pt t h at 

w h e n i s of e m al e li n e s fr o m wil d-  c oll e ct e d f e m al e s ar e e st a bli s h e d, 

a n d t h eir pr o g e n y i s m ai nt ai n e d u n d er si mil ar l a b or at or y c o n diti o n s, 

t h e v ari ati o n o b s er v e d a m o n g t h e i s of e m al e li n e s i s pri m aril y g e n eti c. 

P h e n ot y pi c  v ari ati o n  f or  a  tr ait  a m o n g  t h e s e  g e n eti c all y  di sti n ct  

i s of e m al e  li n e s  w o ul d  i n di c at e  i ntr a s p e cifi c  g e n eti c  v ari ati o n  at-

tri b ut e d m ai nl y t o s e gr e g ati n g all el e s at m ulti pl e l o ci ( M a c k a y,  2 0 1 0 ). 

O ur st u d y f o u n d p h e n ot y pi c v ari ati o n i n m y c ot o xi n t ol er a n c e a m o n g 

i s of e m al e li n e s i n all f o ur s p e ci e s, pr o vi di n g e vi d e n c e f or i ntr a s p e-

cifi c g e n eti c v ari ati o n f or m y c ot o xi n t ol er a n c e. I ntr a s p e cifi c g e n eti c 

v ari ati o n i n m y c ot o xi n t ol er a n c e h a s b e e n r e p or t e d pr e vi o u sl y i n D . 

tri p u n ct at a ( J a e ni k e, 1 9 8 9 ). O ur r e s ult s c o nfir m t h eir fi n di n g s a n d e x-

p a n d t h e d at a s et t o i n cl u d e t hr e e a d diti o n al s p e ci e s ( D.  f all e ni, D.  r e-

c e n s , a n d D.  n e ot e st a c e a ). T hi s st u d y pr o vi d e s t h e gr o u n d w or k f or 

f ur t h er st u di e s t o c al c ul at e t h e h erit a bilit y a n d i d e ntif y t h e g e n eti c 

ar c hit e ct ur e of t h e m y c ot o xi n t ol er a n c e tr ait.

F I G U R E 5   Eff e ct 	of 	m y c ot o xi n 	

tr e at m e nt o n p u p al d e v el o p m e nt ti m e 

( d a y s)

F I G U R E 6   Eff e ct 	of 	m y c ot o xi n 	

tr e at m e nt o n t h or a x l e n g t h s of 

D.  tri p u n ct at a m al e s a n d f e m al e s
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G e o g r a p hi c al v a ri ati o n a n d t h e e v ol u ti o n a r y f o r c e s a r e of p a r -

ti c ul a r i nt e r e s t t o e v ol u ti o n a r y bi ol o gi s t s. G e o g r a p hi c al v a ri ati o n 

h a s b e e n r e p o r t e d i n a wi d e r a n g e of p h e n ot y p e s, f r o m a c o u s ti c 

si g n al s 	in 	a ni m al s 	(Z h a n g 	e t	a l.,	2 0 1 8 ) t o t h e c h e mi c al c o m p o siti o n 

of p h e n oli c s i n pl a nt s ( Li u et al.,  2 0 1 8 ). I n e s s e n c e, if a t r ait s h o w s 

dif f e r e n c e s  b et w e e n  p o p ul ati o n s  f r o m  dif f e r e nt  g e o g r a p hi c al  

T A B L E 4   T h e 	tr ait s	t h at	s h o w 	t h e	si g nifi c a nt 	eff e ct 	of 	i nt er a cti o n	b et w e e n 	tr e at m e nt	a n d 	I s of e m al e	li n e	(f al s e	di s c o v er y 	r at e <   0. 0 5)	a n d 	

th e c orr e s p o n di n g c hi-  s q u ar e st ati sti c a n d it s d e gr e e s of fr e e d o m, t h e p - v al u e wit h o ut t h e a dj u st m e nt, t h e p - v al u e af t er t h e B o nf err o ni 

c orr e cti o n, a n d t h e f al s e di s c o v er y r at e ( F D R) c al c ul at e d b a s e d o n t h e B e nj a mi ni a n d H o c h b er g' s m et h o d

S p e ci e s Tr ait s

C hi-  s q u a r e 

s t ati s ti c

D e gr e e s of 

fr e e d o m

p - v al u e 

( o ri gi n al)

p - v al u e 

( B o nf e r r o ni) F D R ( B H)

D.  f all e ni P u p al s ur vi v al 6 0. 3 4 1 8 1. 8 0  ×   1 0− 6 8. 1 0  ×   1 0− 0 5 4. 0 5  ×   1 0− 0 5

P u p al d e v el o p m e nt ti m e 1 1 1. 4 2 1 8 1. 7 1  ×   1 0− 1 5 7. 7 0  ×   1 0− 1 4 7. 7 0  ×   1 0− 1 4

Fl y s ur vi v al 4 2. 9 7 1 8 8. 0 8  ×   1 0− 4 . 0 3 6 0. 0 0 9

T h or a x l e n g t h ( m al e s) 2 2. 2 6 9 . 0 0 8 . 3 6 4 0. 0 4 5

L o n g e vit y 2 2. 4 4 9 . 0 0 7 . 3 4 2 0. 0 4 5

D.  r e c e n s P u p al s ur vi v al 5 2. 7 6 1 8 2. 8 6  ×   1 0− 0 5 0. 0 0 1 2 8 6. 4 2  ×   1 0− 0 4

P u p al d e v el o p m e nt ti m e 9 3. 9 6 1 8 2. 7 9  ×   1 0− 1 2 1. 2 6  ×   1 0 –	1 0 1. 2 6  ×   1 0− 1 0

Fl y s ur vi v al 4 3. 1 2 1 8 7. 6 9  ×   1 0− 0 4 . 0 3 4 0. 0 8 6

D.  n e ot e st a c e a P u p al s ur vi v al 6 4. 0 5 1 7 2. 2 2  ×   1 0− 0 7 8. 2 2  ×   1 0− 0 6 4. 1 1  ×   1 0− 0 6

P u p al d e v el o p m e nt ti m e 9 5. 4 5 1 6 2. 4 5  ×   1 0− 1 3 9. 0 6  ×   1 0− 1 2 9. 0 6  ×   1 0− 1 2

D e v el o p m e nt Ti m e ( m al e s) 1 2. 5 0 1 4. 0 6  ×   1 0− 0 4 1. 5 0  ×   1 0− 0 2 0. 0 0 3

T h or a x l e n g t h (f e m al e s) 2 3. 1 8 6 7. 3 9  ×   1 0− 0 4 . 0 2 7 0. 0 0 4

D.  tri p u n ct at a P u p al s ur vi v al 6 0. 2 7 1 7 9. 4 9  ×   1 0− 0 7 4. 2 7  ×   1 0− 0 5 1. 0 7  ×   1 0− 0 5

P u p al d e v el o p m e nt ti m e 1 2 4. 6 8 1 7 1. 9 7  ×   1 0− 1 8 < 2  ×   1 0− 1 6 < 2  ×   1 0− 1 6

Fl y s ur vi v al 4 9. 9 9 1 6 2. 3 0  ×   1 0− 0 5 . 0 0 1 1. 4 8  ×   1 0− 0 4

D e v el o p m e nt ti m e (f e m al e s) 5 1. 4 9 1 1 3. 3 7  ×   1 0− 0 7 1. 5 2  ×   1 0− 0 5 5. 0 6  ×   1 0− 0 6

T h or a x l e n g t h (f e m al e s) 3 0. 5 6 1 1 . 0 0 1 . 0 5 8 0. 0 0 6

L o n g e vit y 2 0. 4 5 6 . 0 0 2 . 1 0 3 0. 0 0 9

F I G U R E 7  I ntr a s p e cifi c 	v ari ati o n 	i n	m y c ot o xi n 	t ol er a n c e	f or	l o n g e vit y	i n	D.  f all e ni
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l o c ati o n s,  t h e  t r ait  i s  c o n si d e r e d  t o  d e m o n s t r at e  g e o g r a p hi c al  

v a ri ati o n. I n o u r s t u d y, w e f o u n d g e o g r a p hi c al v a ri ati o n i n m y c o -

t o xi n t ol e r a n c e o n t w o a c c o u nt s. Fi r s t, t h e i s of e m al e li n e s f r o m 

G S M  a p p e a r e d  t o  b e  m o r e  v ul n e r a bl e  t o  m y c ot o xi n  t r e at m e nt  

c o m p a r e d  t o  i s of e m al e  li n e s  f r o m  E S C.  S e c o n d,  t h e  D.  tri p u n c-

t at a i s of e m al e li n e s f r o m E S C s h o w e d a si g nifi c a nt i n c r e a s e i n t h e 

d e v el o p m e nt ti m e of m al e s a n d f e m al e s c o m p a r e d t o t h ei r G S M 

c o u nt e r p a r t s.

T h e t w o l o c ati o n s ( E S C a n d G S M) u s e d i n o ur st u d y h a v e di sti n ct 

a bi oti c  f a ct or s  ( T a bl e  5 ),  p ot e nti all y  aff e cti n g  m a n y  bi oti c  f a ct or s.  

Alt h o u g h w e c a n n ot pi n p oi nt w h at f a ct or( s) m a y b e i nfl u e n ci n g t h e 

m y c ot o xi n t ol er a n c e tr ait, w e c a n s af el y st at e t h at c er t ai n f a ct or s at 

e a c h l o c ati o n a ct a s str o n g s el e cti v e f or c e s a n d t h at a d a pt ati o n t o 

t h e l o c al a bi oti c a n d bi oti c c o n diti o n s s h a p e t h e g e n o m e of a s p e -

ci e s a n d i n t h e pr o c e s s, aff e ct t h e m y c ot o xi n t ol er a n c e tr ait. F ur t h er 

st u di e s ar e r e q uir e d t o i d e ntif y t h e s p e cifi c e n vir o n m e nt al f a ct or s 

F I G U R E 8  I ntr a s p e cifi c 	v ari ati o n 	

in m y c ot o xi n t ol er a n c e f or s ur vi v al t o 

e cl o si o n i n D.  r e c e n s

F I G U R E 9  I ntr a s p e cifi c 	v ari ati o n 	i n	m y c ot o xi n 	t ol er a n c e	f or	t h or a x	l e n g t h	i n	D.  n e ot e st a c e a  f e m al e s
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t h at pl a y a criti c al r ol e i n t h e e v ol uti o n of t h e m y c ot o xi n t ol er a n c e 

tr ait.

All  af o r e m e nti o n e d  c o n cl u si o n s  a r e  b a s e d  o n  t h e  r e s ult s  

f r o m t h e li n e a r mi x e d m o d el o r t h e bi n o mi al li n e a r mi x e d ef f e c t s 

m o d el  wit h  t h e  l o gi s ti c  li n k  f u n c ti o n  i m pl e m e nt e d  i n  R  p a c k a g e  

‘l m e 4’  ( B at e s  et  al., 2 0 1 5 ).  I n  all  m o d el s,  t h e  r e pli c at e  vi al s  a n d /

o r t h e i s of e m al e li n e s w e r e i n cl u d e d a s t h e r a n d o m ef f e c t s. It i s 

w ell k n o w n t h at t h e bi n o mi al li n e a r mi x e d m o d el m a y n ot b e s uf -

fi ci e nt d u e t o o v e r di s p e r si o n. A m o n g 1 9 e s ti m at e d o v e r di s p e r si o n 

p a r a m et e r s,  1 6  of  t h e m  w e r e  b et w e e n  0. 9 3  a n d  1. 5 2,  a n d  o nl y  

t h r e e of t h e m w e r e g r e at e r t h a n 1. 6 0 ( 1. 6 1, 1. 8 6, 2. 0 2, s e e Fi g u r e 

S 3 4 ),  i n di c ati n g  t h at  t h e  o v e r di s p e r si o n  w a s  n ot  a  s e ri o u s  p r o b-

l e m. T h e s c at t e r pl ot s of t h e d e vi a n c e r e si d u al s a n d t h e p r e di c t e d 

v al u e s ( s e e Fi g u r e s  S 1 –  S 3 3 ) s h o w t h at m o s t of t h e m o d el fit ti n g s 

w e r e a d e q u at e.

I n c o n cl u si o n, o ur st u d y i d e ntifi e s i nt er s p e cifi c a n d i ntr a s p e cifi c 

v ari ati o n  i n  m y c ot o xi n  t ol er a n c e  a n d  d e m o n str at e s  g e o gr a p hi c al  

v ari ati o n i n m y c ot o xi n t ol er a n c e.

F I G U R E 1 0  I ntr a s p e cifi c 	v ari ati o n 	i n	m y c ot o xi n 	t ol er a n c e	f or	l o n g e vit y	i n	D.  tri p u n ct at a

F I G U R E 1 1   G e o gr a p hi c al 	v ari ati o n 	i n	

m y c ot o xi n t ol er a n c e f or d e v el o p m e nt ti m e 

i n D.  tri p u n ct at a
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A U T H O R C O N T R I B U T I O N S

Pr aj a k t a  P.  K o k at e:  C o n c e pt u ali z ati o n ( e q u al); d at a c ur ati o n (l e a d); 

f or m al a n al y si s (l e a d); i n v e sti g ati o n (l e a d); m et h o d ol o g y (l e a d); v ali -

d ati o n (l e a d); vi s u ali z ati o n (l e a d); writi n g –   ori gi n al dr af t (l e a d); writ-

i n g –  re vi e w a n d e diti n g ( s u p p or ti n g). M or g a n S mit h:  I n v e sti g ati o n 

( s u p p or ti n g); m et h o d ol o g y ( s u p p or ti n g); writi n g –  re vi e w a n d e diti n g 

( s u p p or ti n g). L u ci n d a H all:  I n v e sti g ati o n ( s u p p or ti n g); m et h o d ol o g y 

( s u p p or ti n g); writi n g –  re vi e w a n d e diti n g ( s u p p or ti n g). K ui Z h a n g:  

F or m al a n al y si s ( s u p p or ti n g); s of t w ar e ( e q u al); v ali d ati o n ( s u p p or t -

i n g);  vi s u ali z ati o n  ( s u p p or ti n g);  writi n g  –  r e vi e w  a n d  e diti n g  ( s u p -

p or ti n g). T h o m a s W er n er:  C o n c e pt u ali z ati o n ( e q u al); d at a c ur ati o n 

( s u p p or ti n g); f or m al a n al y si s ( s u p p or ti n g); f u n di n g a c q ui siti o n (l e a d); 

i n v e sti g ati o n ( s u p p or ti n g); m et h o d ol o g y ( e q u al); pr oj e ct a d mi ni str a-

ti o n (l e a d); r e s o ur c e s ( e q u al); s u p er vi si o n (l e a d); v ali d ati o n ( s u p p or t-

i n g); vi s u ali z ati o n ( s u p p or ti n g); writi n g –  ori gi n al dr af t ( s u p p or ti n g); 

writi n g –   re vi e w a n d e diti n g (l e a d).

A C K N O W L E D G M E N T S

T hi s r e s e ar c h w a s s u p p or t e d b y a gr a nt fr o m t h e N ati o n al S ci e n c e 

F o u n d ati o n t o T W ( D O B / D E B-  1 7 3 7 8 7 7). T h e a ut h or s t h a n k Dr. Cl ar e 

S c ot t-  C hi al v o f or pr o vi di n g t h e n at ur al t o xi n mi x, Dr. K ell y D y er f or 

fl y c oll e cti o n at t h e Gr e at S m o k y M o u nt ai n s ( N S F D E B- 1 7 3 7 8 2 4), 

a n d Dr. L a ur a R e e d f or g ui di n g t h e d at a a n al y s e s. T h e a ut h or s al s o 

t h a n k  P atri c k  M c K e e  f or  hi s  a s si st a n c e  i n  t h e  d at a  c oll e cti o n.  W e  

al s o t h a n k t h e t hr e e a n o n y m o u s r e vi e w er s w h o pr o vi d e d e x c ell e nt 

c o m m e nt s a n d s u g g e sti o n s t h at h a v e i m pr o v e d t h e m a n u s cri pt.

C O N F L I C T O F I N T E R E S T

T h er e ar e n o c o m p eti n g i nt er e st s.

D A T A A V A I L  A B I L I T  Y S T A T E M E N T

P h e n ot y p e d at a a n d t h e c o d e f or r u n ni n g a n al y s e s ar e a v ail a bl e i n 

Dr y a d, ht t p s: // d oi. or g / 1 0. 5 0 6 1 / dr y a d. 2 n gf 1 v hr 7 .

O R C I D

T h o m a s W er n er   ht t p s: // or ci d. or g / 0 0 0 0 - 0 0 0 2- 8 8 6 5- 3 6 5 X  

R E F E R E N C E S

B at e s,  D.,  M ä c hl er,  M.,  B ol k er,  B.,  &  W al k er,  S.  ( 2 0 1 5).  Fit ti n g  li n e ar  

mi x e d-  e f f e c t s m o d el s u si n g l m e 4. J o ur n al of St ati sti c al S of t w ar e , 6 7 , 

1 –  4 8.

B e nj a mi ni, Y., & H o c h b e r g, Y. ( 1 9 9 5). C o nt r olli n g t h e f al s e di s c o v e r y 

r at e:  A  p r a c ti c al  a n d  p o w e r f ul  a p p r o a c h  t o  m ulti pl e  t e s ti n g.  

J o ur n al  of  t h e  R o y al  St ati s ti c al  S o ci et y:  S eri e s  B  ( M et h o d ol o gi c al) , 

5 7 ( 1),  2 8 9 – 3 0 0.

C o ur t n e y,  S.  P.,  Ki b ot a,  T.  T.,  &  Si n gl et o n,  T.  A.  ( 1 9 9 0).  E c ol o g y  of  

m u s hr o o m-  fe e di n g Dr o s o p hili d a e. I n M. B e g o n, A. H. Fit t er, & A. 

M a cf a d y e n  ( E d s.),  A d v a n c e s  i n  e c ol o gi c al  r e s e ar c h  ( p p.  2 2 5 –  2 7 4).  

A c a d e mi c Pr e s s.

D a vi d, J. R., Gi b er t, P., L e g o ut, H., P ét a v y, G., C a p y, P., & M or et e a u, B. 

( 2 0 0 5).  I s of e m al e  li n e s  i n  dr o s o p hil a:  A n  e m piri c al  a p pr o a c h  t o  

q u a ntit ati v e tr ait a n al y si s i n n at ur al p o p ul ati o n s. H er e dit y , 9 4 ,  3 – 1 2 .

D y er,  K.  A.,  &  H all,  D.  W.  ( 2 0 1 9).  Fit n e s s  c o n s e q u e n c e s  of  a  n o n-  

re c o m bi ni n g s e x-  rati o dri v e c hr o m o s o m e c a n e x pl ai n it s pr e v al e n c e 

i n  t h e  wil d.  Pr o c e e di n g s of t h e R o y al S o ci et y B, Bi ol o gi c al S ci e n c e s , 

2 8 6 , 2 0 1 9 2 5 2 9.

G ar ci a, J., Oli v eir a, A., d e Pi n h o, P. G., Fr eit a s, V., C ar v al h o, A., B a pti st a, P., 

P er eir a, E., d e L o ur d e s, B. M., & C ar v al h o, F. ( 2 0 1 5). D et er mi n ati o n 

of  a m at o xi n s  a n d  p h all ot o xi n s  i n  a m a nit a  p h all oi d e s  m u s hr o o m s  

fr o m  n or t h e a st er n  P or t u g al  b y  H P L C-  D A D -  M S.  M y c ol o gi a , 1 0 7 , 

6 7 9 –  6 8 7.

G r a e m e, K. A. ( 2 0 1 4). M y c eti s m: A r e vi e w of t h e r e c e nt lit er at ur e. J o ur n al 

of M e di c al T o xi c ol o g y , 1 0 ( 2),  1 7 3 – 1 8 9.

H a s s o n,  E.,  F a n ar a,  J.  J.,  R o dri g u e z,  C.,  Vil ar di,  J.  C.,  R ei g,  O.  A.,  &  

F o nt d e vil a, A. ( 1 9 9 2). T h e e v ol uti o n ar y hi st or y of dr o s o p hil a b u z -

z atii. 	X XI V. 	S e c o n d 	c hr o m o s o m e 	in v er si o n s 	h a v e 	d if f er e nt	a v er a g e 	

e f f e c t s o n t h or a x l e n g t h. H er e dit y ( E di n b) , 6 8 ( P t 6), 5 5 7 – 5 6 3.

H of f m a n n, A., & P ar s o n s, P. ( 1 9 8 8). T h e a n al y si s of q u a ntit ati v e v ari ati o n 

i n n at ur al p o p ul ati o n s wit h i s of e m al e str ai n s. G e n eti q u e, S el e cti o n, 

E v ol uti o n , 2 0 ,  8 7 – 9 8.

I z u mit a ni,  H.  F.,  K u s a k a,  Y.,  K o s hi k a w a,  S.,  T o d a,  M.  J.,  &  K at o h,  T.  

( 2 0 1 6).  P h yl o g e o gr a p h y  of  t h e  s u b g e n u s  dr o s o p hil a  ( Di pt er a:  

Dr o s o p hili d a e): E v ol uti o n ar y hi st or y of f a u n al di v er g e n c e b et w e e n 

t h e ol d a n d t h e n e w w orl d s. P L o S O n e , 1 1 , e 0 1 6 0 0 5 1.

J a e ni k e, J. ( 1 9 8 5). P ar a sit e pr e s s ur e a n d t h e e v ol uti o n of a m a niti n t ol er -

a n c e i n dr o s o p hil a. E v ol uti o n , 3 9 ,  1 2 9 5 – 1 3 0 1.

J a e ni k e, J. ( 1 9 8 9). G e n eti c p o p ul ati o n str u c t ur e of dr o s o p hil a Tri p u n c t at a: 

P at t er n s  of  v ari ati o n  a n d  c o v ari ati o n  of  tr ait s  af f e c ti n g  r e s o ur c e  

u s e. E v ol uti o n , 4 3 ,  1 4 6 7 – 1 4 8 2.

J a e ni k e, J., G ri m al di, D. A., Sl u d er, A. E., & G r e e nl e af, A. L. ( 1 9 8 3). A gr-  

a m a niti n  t ol er a n c e  i n  M y c o p h a g o u s  dr o s o p hil a.  S ci e n c e , 2 2 1 , 

1 6 5 –  1 6 7.

L a c y, R. C. ( 1 9 8 4). Pr e di c t a bilit y, t o xi cit y, a n d tr o p hi c ni c h e br e a dt h i n 

f u n g u s- fe e di n g  Dr o s o p hili d a e  ( Di pt er a).  E c ol o gi c al  E nt o m ol o g y , 9 , 

4 3 –  5 4.

Li u, 	Y .,	C h e n, 	P .,	Z h o u, 	M .,	W a n g, 	T .,	F a n g, 	S .,	S h a n g, 	X .,	& 	F u, 	X .	(2 0 1 8). 	

G e o gr a p hi c v ari ati o n i n t h e c h e mi c al c o m p o siti o n a n d a nti o xi d a nt 

pr o p er ti e s of p h e n oli c c o m p o u n d s fr o m C y cl o c ar y a p ali ur u s ( B at al) 

Ilji n s k aj a l e a v e s. M ol e c ul e s ( B a s el, S wit z erl a n d) , 2 3 , 2 4 4 0.

M a c k a y,  T.  F.  ( 2 0 1 0).  M ut ati o n s  a n d  q u a ntit ati v e  g e n eti c  v ari ati o n:  

L e s s o n s  fr o m  dr o s o p hil a.  P hil o s o p hi c al  tr a n s a cti o n s  of  t h e  R o y al  

S o ci et y of L o n d o n S eri e s B, Bi ol o gi c al s ci e n c e s , 3 6 5 ,  1 2 2 9 – 1 2 3 9.

T A B L E 5   T a bl e 	d e pi cti n g 	t h e	e n vir o n m e nt al 	c o n diti o n s 	at 	t h e	t w o	l o c ati o n s:	G S M 	a n d 	E S C

G S M E S C

C o or di n at e s 3 5. 6 5 3 2 ° N, 8 3. 5 0 7 0 ° W 4 5. 7 4 5 2 ° N, 8 7. 0 6 4 6 ° W

A v er a g e R ai nf all (i n c h e s) 5 5 ( V all e y s); 8 5 ( P e a k s) 2 9. 4

Pr e ci pit ati o n ( d a y s) 1 2 3 1 2 1. 4

D a yli g ht d uri n g t h e c ol d e st m o nt h ( J a n u ar y) 1 0 ½  h 9  h

D a yli g ht d uri n g t h e c ol d e st m o nt h ( J a n u ar y) 1 4 ½  h 1 5 ½  h

T e m p er at ur e d uri n g t h e c ol d e st m o nt h ( J a n u ar y) ° C − 7 	(l o w) / 3	( hi g h) − 1 2 	(l o w) / − 3	( hi g h)

T e m p er at ur e d uri n g t h e w ar m e st m o nt h ( J ul y) ° C 9 (l o w) / 3 0 ( hi g h) 1 3 (l o w) / 2 4 ( hi g h)

https://doi.org/10.5061/dryad.2ngf1vhr7
https://orcid.org/0000-0002-8865-365X
https://orcid.org/0000-0002-8865-365X


      |   1 3 of 1 3K O K A T E E T  A l .

M ar k o w, T. A. ( 2 0 1 9). H o st u s e a n d h o st s hif t s i n dr o s o p hil a. C urr e nt o pi n -

i o n i n i n s e ct s ci e n c e, 3 1 ,  1 3 9 – 1 4 5.

O' G r a d y, P. M., & D e S all e, R. ( 2 0 1 8). P h yl o g e n y of t h e g e n u s dr o s o p hil a. 

G e n eti c s , 2 0 9 ,  1 – 2 5.

S c ot t C hi al v o, C., G rif fi n, L. H., R e e d, L. K., & Ci e sl a, L. ( 2 0 2 0). E x h a u sti v e 

e x tr a c ti o n of c y cl o p e pti d e s fr o m a m a nit a p h all oi d e s: G ui d eli n e s f or 

w or ki n g wit h c o m pl e x mi x t ur e s of s e c o n d ar y m et a b olit e s. E c ol o g y 

a n d E v ol uti o n , 1 0 ,  4 2 3 3 – 4 2 4 0.

S c ot t C hi al v o, C. H., & W er n er, T. ( 2 0 1 8). Dr o s o p hil a, d e str o yi n g a n g el s, 

a n d  d e at h c a p s!  O h  m y!  A  r e vi e w  of  m y c ot o xi n  t ol er a n c e  i n  t h e  

g e n u s dr o s o p hil a. Fr o nti er s i n Bi ol o g y , 1 3 ,  9 1 – 1 0 2 .

S c ot t C hi al v o, C. H., W hit e, B. E., R e e d, L. K., & D y er, K. A. ( 2 0 1 9). A p h y -

l o g e n eti c e x a mi n ati o n of h o st u s e e v ol uti o n i n t h e q ui n ari a a n d t e s-

t a c e a gr o u p s of dr o s o p hil a. M ol e c ul ar P h yl o g e n eti c s a n d E v ol uti o n , 

1 3 0 ,  2 3 3 – 2 4 3.

S pi c er, G. S., & J a e ni k e, J. ( 1 9 9 6). P h yl o g e n eti c a n al y si s of br e e di n g sit e 

u s e  a n d  al p h a-  a m a niti n  t ol er a n c e  wit hi n  t h e  dr o s o p hil a  q ui n ari a  

s p e ci e s gr o u p. E v ol uti o n , 5 0 ,  2 3 2 8 – 2 3 3 7.

St u m p, A. D., J a bl o n s ki, S. E., B o ut o n, L., & Wil d er, J. A. ( 2 0 1 1). Di stri b uti o n 

a n d m e c h a ni s m of al p h a-  a m a niti n t ol er a n c e i n M y c o p h a g o u s dr o -

s o p hil a  ( Di pt er a:  Dr o s o p hili d a e).  E n vir o n m e nt al  E nt o m ol o g y , 4 0 , 

1 6 0 4 –  1 6 1 2.

S u br a m a ni a n,  A.,  &  R u p  S ar k ar,  R.  ( 2 0 1 5).  D at a  i n  s u p p or t  of  l ar g e  

s c al e  c o m p ar ati v e  c o d o n  u s a g e  a n al y si s  i n  l ei s h m a ni a  a n d  

Tr y p a n o s o m ati d s. D at a i n Bri ef , 4 ,  2 6 9 – 2 7 2.

T u n o, N., T a k a h a s hi, K. H., Y a m a s hit a, H., O s a w a, N., & T a n a k a, C. ( 2 0 0 7). 

T ol er a n c e of dr o s o p hil a fli e s t o i b ot e ni c a ci d p oi s o n s i n m u s hr o o m s. 

J o ur n al of C h e mi c al E c ol o g y, 3 3 ,  3 1 1 – 3 1 7.

W er n er,  T.,  St e e n wi n k el,  T.,  &  J a e ni k e,  J.  ( 2 0 2 0).  T h e  e n c y cl o p e di a  

of  N or t h  A m eri c a n  Dr o s o p hili d s  v ol u m e  2:  Dr o s o p hili d s  of  t h e  

S o ut h e a st.

Yi n, 	X., 	Y a n g, 	A. 	A., 	& 	G a o, 	J. 	M. 	( 2 0 1 9).	M u s hr o o m 	t o xi n s:	C h e mi str y 	a n d 	

to xi c ol o g y. J o ur n al of A gri c ult ur al a n d F o o d C h e mi str y, 6 7 ,  5 0 5 3 – 5 0 7 1.

Z h a n g, 	 C .,	 J i a n g,	 T .,	 L u, 	 G .,	 L i n,	 A .,	 S u n, 	 K .,	 L i u,	 S .,	 & 	 F e n g, 	 J .	 (2 0 1 8). 	

G e o gr a p hi c al  v ari ati o n  i n  t h e  e c h ol o c ati o n  c all s  of  b e nt-  w i n g e d  

b at s, Mi ni o pt er u s f uli gi n o s u s. Z o ol o g y , 1 3 1 ,  3 6 – 4 4.

S U P P O R T I N G I N F O R M A T I O N

A d diti o n al  s u p p or ti n g  i nf or m ati o n  c a n  b e  f o u n d  o nli n e  i n  t h e  

S u p p or ti n g I nf or m ati o n s e cti o n at t h e e n d of t hi s ar ti cl e.

H o w t o cit e t hi s ar ti cl e: K o k at e, P. P., S mit h, M., H all, L., 

Z h a n g, 	K., 	& 	W er n er, 	T. 	( 2 0 2 2).	I nt er-		a n d 	i ntr a s p e cifi c	

v ari ati o n i n m y c ot o xi n t ol er a n c e: A st u d y of f o ur Dr o s o p hil a  

s p e ci e s. E c ol o g y a n d E v ol uti o n , 1 2 , e 9 1 2 6. ht t p s: // d oi .

or g / 1 0. 1 0 0 2 / e c e 3. 9 1 2 6

https://doi.org/10.1002/ece3.9126
https://doi.org/10.1002/ece3.9126

	Inter-­ and intraspecific variation in mycotoxin tolerance: A study of four Drosophila species
	Abstract
	1|INTRODUCTION
	2|MATERIALS AND METHODS
	2.1|Fly isofemale lines
	2.2|Mycotoxin tolerance assays
	2.2.1|Development time, thorax length measurements, and survival
	2.2.2|Fecundity assays
	2.2.3|Longevity assays

	2.3|Statistical analyses

	3|RESULTS
	3.1|Interspecific variation
	3.2|Intraspecific genetic variation
	3.3|Geographical variation

	4|DISCUSSION
	AUTHOR CONTRIBUTIONS
	ACKNOWLEDGMENTS
	CONFLICT OF INTEREST
	DATA AVAILABILITY STATEMENT

	REFERENCES


