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Resumo

O género Anastrepha, endémico da regido Neotropical, tem grande importancia
econOmica por causar grandes prejuizos na producdo de frutos. Neste trabalho,
estudamos trés espécies do grupo criptico fraterculus: Anastrepha fraterculus, A.
obliqua e A. sororcula. Apesar de ndo haver um unico marcador capaz de diferenciar
essas espécies, alguns marcadores morfologicos e comportamentais, sdo capazes de
distingui-las. H4 evidéncias de que esses marcadores ndo correspondam aos padrdes de
variacdo e divergéncia genética dessas moscas. Investigamos o papel de diversos genes
nucleares na especia¢do dessas moscas. Usamos uma biblioteca de cDNAs do aparelho
reprodutivo de fémeas de A. fraterculus, para a amplificacdo de genes expressos desse
tecido. A partir de um quadro de divergéncia genética populacional, estimamos
parametros demograficos relevantes que informaram a arquitetura genética da
especiacdo neste grupo. Para estudar a separacdo dessas espécies, utilizamos arvores de
genes como base e as comparamos com drvores de espécies. Foram amplificados 12
genes expressos na biblioteca de cDNAs. As andlises de divergéncia populacional e
nivel de polimorfismo foram feitas no DNAsp e mostraram valores bem altos do nivel
de polimorfismo para a grande maioria dos loci e os testes de neutralidade foram
significativos apenas para Fs de Fu. Esses resultados indicam uma possivel expansdo
populacional das espécies estudadas. Estes dados foram corroborados pelos valores de q
das andlises realizadas pelo programa IMa2, que também mostrou uma taxa de
migracdo alta entre a espécie mais distante na arvore para uma das outras duas. No
entanto, as mesmas andlises feitas com as espécies par a par ndo revelaram uma taxa de
migracdo significativa entre as espécies, os valores de ¢ e theta foram préximos dos
obtidos para as andlises com as espécies juntas. Fizemos também testes para detectar a
presenca de selecdo nos diferentes loci, usando o programa PAML e obtivemos indicio
de selecdo positiva para trés genes CG7203, MLC e CG8064; o gene CG7009, no
entanto, mostrou evoluir por uma selecdo purificadora branda, pois nio rejeitamos
somente o primeiro dos dois testes. As redes haplotipicas, feitas no TCS, mostraram o
agrupamento dos haplétipos das espécies para cinco dos 12 genes CG7009, CG8064,
Elp, TCTP e Cyclophylin. Para o CG7009 notamos possiveis marcadores especificos
para A. sororcula. Realizamos, pelo programa MESQUITE, andlises de coalescéncia
profunda comparando drvores de genes simuladas com arvores de genes reais para cada

locus, colocando uma das espécies como grupo externo em cada modelo de arvore e
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obtivemos resultados significativos apenas para os genes Cyclophylin e TCTP. A arvore
obtida pela minimizacdo das coalescéncias profundas mostrou que A. sororcula se
encontra mais distante das outras duas espécies do gé€nero Anastrepha. Faz-se
necessaria, no entanto, uma investigacdo maior de diferentes genes, particularmente
genes com taxas evolutivas mais altas e uma expansao das amostras destas espécies para
considerar sua distribui¢do geografica e auxiliar nos estudos da especiagdo deste grupo.

Palavras chave: Coalescéncia.Selecao positiva.Biblioteca de cDNA.Anastrepha
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Abstract

The genus Anastrepha which is endemic to the Neotropical region has big
economic importance to cause great losses in fruit production. We studied three species
of the cryptic group fraterculus: Anastrepha fraterculus, A. obliqua and A. sororcula.
Although no single marker is able to distinguish these species, some morphological and
behavioral markers are able to distinguish them. There is evidence that these markers do
not match the patterns of genetic variation and divergence of these flies. We
investigated the role of genes related or not to reproduction in the speciation of these
flies. We used a cDNA library of the reproductive tissues of females of A. fraterculus,
to isolate expressed genes from those tissues. From a framework of divergence
population genetics, we estimated relevant demographic parameters that reported the
genetic architecture of speciation in this group. To study the separation of these species,
we used gene trees as a framework to be compared and to infer eventual species trees.
We amplified 12 genes isolated from the cDNA library. The analysis of population
divergence and levels of polymorphism were made in DNAsp and showed high levels
of polymorphism for the vast majority of loci. Neutrality tests reveal that only Fs Fu
was significantly negative for the combination of species here considered. These results
indicate a possible evidence of population expansion on this group of species. These
data were corroborated by the values of ancestral and current theta estimated from the
analysis undertaken on the software IMa2 program. These analysis also showed relevant
levels of migration in some contrasts, but particularly among species which are more
distant in the tree from the other two. However, the same analyses performed amongst
species pairs fail to reveal high levels of migration rate among species, though ¢ e theta
values were close to those estimated in the analysis with all three species together. We
also tested for the presence of selection at different loci, using the program PAML and
obtained evidence of positive selection for three genes CG7203, CG8064 and MLC,
whereas the gene CG7009 showed evolution by a mild purifying selection. The
haplotype networks showed the grouping of haplotypes of the species for five of the 12
genes CG7009, CG8064, Elp, TCTP and Cyclophylin. CG7009 revealed possible
species specific markers for A. sororcula. We carried out the deep coalescence analysis
in the program MESQUITE, comparing gene trees simulated with real trees for each
gene locus, placing the species as an outgroup for each tree model and obtained

significant results, which would be compatible to simulated scenarios only for the genes
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Cyclophylin and TCTP. The tree obtained by minimizing the deep coalescence
estimated showed that A. sororcula is farther from the other two species of the genus
Anastrepha. 1t i1s necessary, however, a larger investigation of different genes,
particularly genes with higher evolutionary rates and an expansion of the samples of
these species to consider geographical distribution and assist in studies of speciation of
this group.

Keywords: Coalescence. cDNA library .Positive Selection.Anastrepha
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1.Introdugdo

1.1 - O Género Anastrepha

A familia Tephritidae, que é endémica a regido Neotropical, é considerada de
grande importancia econdmica por causar grandes prejuizos na producao de frutos. Esta
familia possui aproximadamente 500 géneros, dentre eles, as moscas-das-frutas do
género Anastrepha (Norrbom, 2004). O género Anastrepha é o maior dentro da familia
Tephritidae (Trypetinae, Toxotrypanini) (Norrbom, 2001), com 197 espécies
reconhecidas atualmente, sendo que 94 destas se encontram no Brasil (Zucchi, 2000).

No Brasil, o género Anastrepha tem importancia por apresentar espécies
responsaveis por danos de grandes proporcdes as culturas de frutas carnosas, ndo sé
pelo desenvolvimento larval no endocarpo, mas também pelo processo mecanico da
oviposi¢do, que permite a invasdo de outros organismos como fungos causadores de
podridao, provocando o amadurecimento precoce dos frutos (Duarte & Malavasi, 2000).
Dessa forma, as espécies do grupo fraterculus estao relacionadas com os maiores danos
em cultivares por atacar frutos verdes e maduros indistintamente (Zucchi, 2000). A
utilizacdo de defensivos agricolas para a eliminacdo destas moscas traz grandes
prejuizos ambientais, o que estimula a procura por métodos alternativos para o seu
controle. A presenca de grande ndmero de espécies cripticas de dificil distin¢do
(Selivon, 2000) torna ainda mais dificil a elabora¢do de programas que visem o controle
dessas pragas.

Neste trabalho, daremos enfoque a trés espécies deste género: Anastrepha
fraterculus, Anastrepha obliqua e Anastrepha sororcula. Tais espécies sao importantes
ndo apenas por sua ampla distribui¢do, mas também por suas preferéncias de frutos para
a oviposi¢do. Essas espécies estdo incluidas no “complexo fraterculus”, composto por
pelo menos 29 espécies (Norrbom et al., 2000) e caracterizado por ser um complexo
heterogéneo de espécies cripticas, de dificil distincao (Morgante et al., 1980).

Existem algumas caracteristicas, como a morfologia do dpice do ovipositor, a
presenca de manchas no subescutelo e o padrao de coloragdo das asas (Santos et al.,
2001; Selivon, 2000) que permitem a distincdo entre Anastrepha fraterculus, A.
sororcula e A. obliqua, objetos deste estudo (Figura 1). Em A. fraterculus, os

cruzamentos ocorrem entre 7-13 horas da manha, enquanto que em A. sororcula
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ocorrem entre 15-19 horas, ndo havendo, portanto sobreposi¢do entre os periodos de
copula dessas duas espécies (Selivon, 2000). J4 a espécie A. obliqgua tem
comportamento de corte geralmente, mas ndo exclusivamente, matutino (Heath et al.,
2000). Além disso, o isolamento temporal também pode auxiliar na identificacdo de
espécies por contribuir com o isolamento reprodutivo (Malavasi & Morgante, 1982;

Solferini & Morgante, 1987).

A.
Escutelo
Subescutelo sem
mancha

Faixa em V incompleta Faixa em V completa

Escutelo

Subescutelo com
mancha

=

0,25-0,27 0,20 mm 0,17-0,19 mm

Figura 1- Esquema de Anastrepha do grupo fraterculus com as regides que auxiliam na identificacao das
espécies. A- Torax; B- asa; C- dpice do acuileo (Zucchi 2007). A. fraterculus possui mancha no
subescutelo, faixa V geralmente completa, dpice do acileo de 0,25 — 0,27 mm; A. obliqua ndo possui
mancha no subescutelo, faixa V geralmente incompleta, dpice do acileo de 0,20 mm; A. sororcula possui
mancha no subescutelo, faixa V geralmente incompleta, dpice do acileo de 0,17 — 0,19 mm.
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As espécies deste grupo devem ser consideradas oligotréficas, pois embora
exista certa especificidade, em geral elas ndo sdo restritas a apenas um hospedeiro
(Solferini & Morgante, 1987). A. fraterculus infesta aproximadamente 67 espécies de
plantas, 24 pertencentes a familia Myrtaceae, A. sororcula infesta 19 espécies, sendo 15
delas Myrtaceae, e A. obliqua infesta 27 espécies, 16 Myrtaceae e oito Anacardiaceae
(Zucchi, 2000). Alguns autores consideram que em insetos fitéfagos, o polimorfismo
associado ao hospedeiro pode representar o primeiro estdgio de especiacao (Malavasi &
Morgante, 1982; Feder et al., 1998).

O ciclo de vida das moscas do género Anastrepha, consiste na oviposi¢do em
frutos carnosos, os ovos eclodem em larvas que alimentam-se da polpa dos frutos
provocando o apodrecimento do fruto que cai no solo. As larvas saem dos frutos
enterram-se no solo onde ocorrerd o empupagao das larvas. As pupas, entre oito e 14
dias, dardo origem as moscas que se tornardo maduras sexualmente, apds cinco a sete

dias de nascidas, recomecando o ciclo (Malavasi & Zucchi 2000) (Figura 2).
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Figura 2 - Ciclo de vida das moscas-das-frutas

Apesar de ndo haver um unico marcador capaz de diferenciar as espécies do
grupo fraterculus, o conjunto de caracteristicas acima mencionadas € capaz, na grande
maioria das vezes, de distinguir as espécies. Porém, hd evidéncias de que esses
marcadores morfoldgicos e comportamentais ndo correspondam aos padrdes de variagao

e divergéncia genética dessas moscas (Morgante et al.,1980; Malavasi & Morgante,
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1982). Recentemente foi descrito que que um dos principais caracteres utilizados para a
identificacdo de espécies do grupo, o dpice do ovipositor, apresenta maior sobreposi¢ao
interespecifica, e portanto, ¢ um marcador menos confidvel do que previamente se
supunha (Araujo & Zucchi, 2006). Devido a alta plasticidade fenotipica destes
marcadores morfologicos, que resulta na sobreposicdo interespecifica de diversas
medidas quantitativas, ha dificuldade em utilizd-los na separacdo de espécies muito
proximas, principalmente as do grupo de espécies fraterculus (Malavasi & Zucchi,
2000; Araujo & Zucchi, 2006).

Dessa forma, um dos grandes problemas das moscas do grupo fraterculus é a
dificil identificacdo das espécies, até mesmo com o uso de marcadores morfoldgicos
(Zucchi, 1978), comportamentais (Morgante et al., 1983), alozimicos (Morgante et al.,
1980; Matioli et al., 1986), cariotipicos (Solferini & Morgante, 1987) e moleculares
(Smith-Caldas et al., 2001; Sobrinho. Jr, 2009), sendo sugerido que A. fraterculus seja
de fato um complexo de espécies cripticas (Solferini &Morgante, 1987; Steck, 1991;
Selivon et al., 2005) e que € necessdrio um estudo mais detalhado acerca do status das
espécies.

Na verdade, a dificuldade na identifica¢do das espécies no grupo de moscas-das-
frutas A. fraterculus oriundam de certas caracteristicas que tornam este grupo um
excelente modelo para o estudo dos processos envolvidos em especiacdo e diferenciacdao
populacional. A existéncia de polimorfismos intraspecificos bem como de cruzamentos
vidveis entre diferentes espécies do grupo (Santos et al., 2001; Selivon et al., 2005)
sugere que estas espécies do grupo fraterculus divergiram hd pouco tempo e que os
mecanismos de isolamento reprodutivo provavelmente nido sdo totalmente eficientes
para o isolamento destas espécies, possivelmente porque ainda ndo acumularam
diferencas genéticas significativas em sistemas outros que nao os envolvidos processo
de especiacdo (Wu, 2001). Além disso, em certas condicdes no laboratdrio tais espécies
sdo capazes de produzir hibridos vidveis quando cruzadas entre si (Henning & Matioli,
2006) o que facilita o estudo dos genes envolvidos na determinagdo das diferengas
interespecificas.

A identificacdo, isolamento e caracterizacio de marcadores genéticos que
permitam a distincdo entre as principais espécies do grupo fraterculus beneficiaria
enormemente a elaboracdo de programas de manejo destas moscas. Além disso, o
estudo referente a estrutura e distribuicdio populacional das espécies do grupo

fraterculus permite o correto manejo das principais regides afetadas por essas praga.
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1.2 - Especiacao

Muitos pesquisadores consideram que a especiagdo ocorra principalmente
devido aos processos que causam isolamento reprodutivo, e esta barreira reprodutiva é
na maioria das vezes, causada por impossibilidade de troca de material genético entre
dois individuos (Wu & Ting 2004). Por este motivo, a maioria dos pesquisadores
considera que processos que levam ao isolamento reprodutivo sdo mais provaveis de
levar a especiacdao (Bultin & Ritchie, 2001). A especiacdo, portanto, ocorreria mais
frequentemente em ocasides onde ndao ha fluxo génico, tornando mais comum o
processo de especiacdo alopdtrica, que segundo Ernst Mayr consiste na diferenciacio
genética entre populacdes isolada. Porém, ndo se pode descartar a especiacdo

simpdtrica, que apesar de mais rara (Ritchie, 2007) pode também ser relevante.

Desta forma pode-se dizer que o processo de especiagdo ndo é um evento que
dependa necessariamente de um isolamento genético para ocorrer, uma vez que nao &
um evento exclusivamente associado a ocorréncia ou niao de fluxo génico. A
diferenciacdo que ocorre entre populacdes e a especiacdo estdo associadas,
principalmente, a selecdo, a deriva genética e ao balango dessas duas forcas (Templeton,
1989). Embora todas as outras forcas evolutivas possam causar a diferenciacdo genética
entre individuos e levar a especiagao.

H4 bastante tempo tém sido estudados genes que possivelmente causam o
isolamento reprodutivo (Coyne & Orr, 2004), com o intuito de encontrar os genes
envolvidos na especiacdo. As diferencas genéticas entre as espécies, apds o isolamento,
vio se acumulando com o passar do tempo. A medida que aumenta o tempo de
divergéncia fica mais dificil identificar os genes que sdo realmente responsaveis pelo
isolamento reprodutivo de outros polimorfismos que surgiram depois do processo de
especiagao.

Considerando-se a dificuldade em se encontrar marcadores que nos permitam
identificar espécies do género Anastrepha, buscamos um entendimento maior das forgas
evolutivas envolvidas na diferenciacdo deste complexo de espécies estudando genes

expressos no aparelho reprodutor das fémeas de A. fraterculus.

1.3 - Aparelho Reprodutor e genes ligados a especiacao.
Em animais que se reproduzem por fecundagdo interna, a divesificacdo da

genitdlia representa uma forma de tendéncia evolutiva. Em geral, a evolugdo da
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genitdlia animal € mais rdpida e se difere em sua morfologia até mesmo entre espécies
proximamente relacionadas (Eberhard, 1985). Podemos observar este fato em espécies
de Drosophila, nas quais o aparelho reprodutivo de machos e fémeas ¢
aproximadamente duas vezes mais diferenciados entre as espécies que os caracteres nao
relacionados a reproducgdo (Civetta & Singh, 1995). Muitos pesquisadores sugerem que
a evolucdo de caracteres morfoldgicos e moleculares relacionados aos aspectos
reprodutivos acontece de forma mais rdpida devido ao conflito sexual, que € a chave do
processo de evolucdo (Arnqvist et al., 2000). O conflito sexual consiste nas diferencas
que existem nos custos e beneficios envolvidos na reproducdo para machos e fémeas
(Watson et al., 1998). Para exemplificar, podemos citar, por exemplo, diversas proteinas
relacionadas a fertilizacdo que foram identificadas como proteinas que evoluem
rapidamente (Swanson et al. 2003). Como também, genes de autoincompatibilidade em
plantas (Castric & Vekemans, 2007) e proteinas reprodutivas masculinas e femininas de
Drosophila (Swanson et al. 2001; Panhuis & Swanson, 2006) tém mostrado o mesmo
padrdo de diversificagdo rdapida. A maioria dos estudos moleculares, nesta drea, tém se
concentrado recentemente em genes envolvidos em fertilizagdo ou interacdo entre
machos e fémeas e apenas poucos nos genes responsaveis pela diferenciacao sexual.

Além disso, existem estudos que mostram que genes que estdo associados a
reproducdo apresentam sinais de evolucdo adaptativa (Swanson & Vacquier, 2002) e
que genes que codificam proteinas de glandulas acessorias apresentam uma evolugao
diferente de outras classes de genes, apresentando uma maior divergéncia de
aminodcidos que genes ndo reprodutivos em espécies proximamente relacionadas
(Swanson et al. , 2001; Mueller et al. , 2005).

Apesar do crescimento das pesquisas em evolucdo com proteinas relacionadas a
caracteres sexuais e reproducdo, principalmente em machos, ainda ha poucos estudos
com fémeas ( Swanson et al. , 2004; Panhuis & Swanson, 2006). Portanto, € preciso que
sejam estudadas as sequéncias g€nicas de ambos os sexos para uma melhor
compreensdo dos mecanismos evolutivos, visto que muitas proteinas estdo envolvidas

direta ou indiretamente em interagdes com o0 outro sexo.

1.4 - Bibliotecas de cDNA
Quando buscamos a identificacdo de genes expressos em um determinado tecido
ou condi¢do € necessdria a utilizacdo de bibliotecas construidas a partir de cDNAs ou

ESTs (Expressed Sequenced Tags) (Cortner & Woude, 1997). Os resultados obtidos
6
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através destas bibliotecas tém sido usados para a identificacao de novos genes (Swanson
et al., 2004, Kelleher et al., 2007, Gomulski er al., 2008), desenvolvimento de novos
marcadores, com o objetivo de criar um mapa de ligacdo para as espécies estudadas
(Beeman & Brown, 1999) e também avaliar niveis de expressdo para identificar genes
que estejam sendo super ou sub expressos (Kelleher et al., 2007). Além disso, estudos
com alguns genes para identificar sua expressdo em diferentes tecidos e estagios de
vida, com o objetivo de caracterizar sua regulacdo e funcdo, podem ser feitos
posteriormente (Gomulski et al., 2008).

Uma vez que novas tecnologias relativamente rapidas tém facilitado o processo
de producao de bibliotecas cDNA, tais bibliotecas tém se mostrado uma das ferramentas
mais eficientes para a identificacdo de genes em espécies sem genomas sequenciados.

A estratégia mais utilizada € a constru¢ao de bibliotecas de cDNA a partir de um
pool de individuos, o que permite um isolamento ripido de um grande nimero de
marcadores genéticos a partir do sequenciamento de ESTs (Expressed Sequenced Tags).
Como estas bibliotecas sdo geradas a partir de um pool de individuos, as vérias cOpias
obtidas para uma determinada regido génica fornecem jd uma primeira avaliacao do
polimorfismo encontrado na populacdo (Roethele et al., 2001; Lorenzen et al., 2005).

Com o intuito de investigar o papel de genes ligados ou ndo a reproducdo na
especiacdo das moscas das frutas do género Anastrepha, este trabalho buscou a
amplificacdo, a partir de uma biblioteca gendmica de cDNAs, desenvolvida no
Laboratério de Genética de Populagdes e Evolu¢dao na Universidade Federal de Sao
Carlos (Kaminski, 2007), de genes expressos no aparelho reprodutivo de fémeas de
Anastrepha fraterculus com o objetivo de avaliar inicialmente o eventual papel de cada
um na diferenciacdo deste complexo, bem como investigar mais detalhadamente a
dinamica das forgas evolutivas envolvidas com os padrdes de evolu¢do molecular destes

genes.

1.5 - Estudos sobre forcas seletivas, evolucio molecular e parametros
populacionais.

Os métodos mais comuns para se investigar a evolugdo adaptativa molecular
consistem em se basear nas expectativas neutras do espectro de frequéncias de
haplétipos que fornecem uma idéia geral das forgas seletivas que estdo agindo sobre a
regido de DNA estudada usando parametros populacionais (Tajima, 1989a; McDonald

& Kreitman, 1991; Fu & Li, 1993). No entanto, estes métodos podem ser influenciados
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por mudangas demogréficas e sua interpretacio € raramente inequivoca (Tajima, 1989a;
Yang, 2002). Por isso, métodos que levam em consideragcdo a razao entre mudangas nao
sindnimas e sindnimas (w), ou seja, ndo enviesados, para se inferir padroes de selecdo
positivas, tem sido comumente usados para se investigar mudancas positivamente
selecionadas (Galindo er al., 2003; Clark & Swanson, 2005; Castric & Vekemans,
2007).

Os desafios associado a inferéncia das relacdes evolutivas entre espécies ou
populacdes que divergiram recentemente consiste na triagem incompleta (lineage
sorting) das linhagens. E importante lembrarmos que a delimitacio das espécies pode
ser equivocada se, por discordancia, as linhagens de genes dentro de uma espécie
coalescem abaixo da divergéncia das espécies (ou seja, abaixo de um evento de
especiacdo), também conhecida como problema de discordancia entre drvore de genes e
arvore de espécies (Maddison, 1997).

No entanto, é também um equivoco acreditar que as drvores de genes nao
fornecem informacdes sobre as espécies. De fato, trabalhos recentes demonstram que
genealogias de genes fornecem informagdes importantes sobre a historia da separagao
de espécies (ou seja, a drvore de espécies), apesar da incompleta triagem das linhagens
em uma arvore de gene (Maddison & Knowles, 2006; Knowles & Carstens, 2007).
Estes estudos nos mostram que podemos delimitar linhagens de espécies mesmo que a
monofilia reciporoca ainda ndo tenha sido seja atingida.

Populacdes que ainda trocam migrantes podem ainda assim se diferenciar até ao
ponto de especiacdo. Nesse caso o resultado final dependerd do balanco de forcas
evolutivas diversificadoras e homogeinizadoras. A deriva genética aumentard
divergéncia, enquanto fluxo génico retardard. A selecdo natural pode homogeinizar
populacdes quando selective sweeps sdo transportados por migracdo entre populacdes e
pode aumentar divergéncia por meio de selective sweeps especificos de uma dada
populacdo (Hey e Nielsen , 2004). Utilizamos entdao nesse trabalho, um modelo de
isolamento com migracdo que esclarece o balanco da deriva genética e migracdo na
diferenciacdo das espécies desse grupo (Hey & Nielsen 2004; Hey & Nielsen 2007).

Em seguida, aplicamos um método que usa a coalescéncia para estimar as
probabilidades de arvores de genes (Degnan & Salter, 2005) dado uma darvore de
espécies, levando em conta eventos demogréaficos que foram significativos para o
isolamento reprodutivo, para avaliar a probabilidade de divisdo da linhagem (Hudson &

Coyne, 2002). A mesma teoria da coalescéncia serve de base para estimar a
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probabilidade de monofilia reciproca nas arvores gene (Rosenberg, 2003; Hudson &
Turelli, 2003). No entanto, a abordagem aqui proposta pode ser aplicada a espécies para
as quais ndo houve tempo suficiente para eliminarmos o polimorfismo ancestral por
deriva genética. Focalizamos a atenc¢do sobre a relacdo entre arvores de genes e
divergéncia das linhagens das espécies ao invés de igualar as arvores gene com a
histéria da espécie (Maddison, 1997).

Compreender a natureza, o tempo e o contexto geografico dos acontecimentos
histéricos e dos processos populacionais responsdveis pela distribuicao espacial da
diversidade genética é muito relevante para abordar questdes relacionadas a especiagao,
selecdo e aplicac@o desses conhecimentos para o controle e conservagdo das espécies. A
partir de um quadro de divergéncia genética populacional (Hey & Nielsen 2004; Hey &
Nielsen 2007), estimamos parametros demogréficos relevantes buscando esclarecer a
arquitetura genética da diferenciacdo entre espécies deste grupo. Tal estudo foca em
diversos genes nucleares que sdo investigados para padrdes de evolucdo molecular e
inferéncias filogenéticas buscando comparar suas 4rvores de genes para estudar a

separagdo das espécies do grupo fraterculus.
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2.0bjetivos

Objetivo Geral

® Analisar a diversidade populacional e dados de evolu¢do molecular de 12 genes
nucleares buscando investigar se ocorre ou ndo a separacao das trés espécies das
moscas-das-frutas do grupo fraterculus, bem como avaliar o papel de cada um

dos genes aqui estudados nesta diferenciacgao.

Objetivos Especificos

Amplificar sequéncias de diversos genes de uma biblioteca gendmica de cDNAs

expressos em aparelho reprodutivo de fémeas de Anastrepha fraterculus.

e Estudar o nivel de variabilidade genética intra e interespecifica das regides
amplificadas dos genes estudados neste trabalho.

e Testar a hipotese destes genes estarem evoluindo devido a acdo de selecdo
positiva ou devido a um relaxamento de restri¢ao seletiva.

e Verificar o potencial uso de algumas destas regides como marcadores para
diferenciar as espécies A. frarterculus, A. obliqua e A. sororcula.

e Estimar parametros populacionais e inferir a drvore de espécies usando dados

das regides génicas aqui estudadas utilizando estratégias bayesianas de méxima

verossimilhanca e coalescéncia.
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3. Material e Métodos

3.1 - Espécies estudadas

As moscas-das-frutas do grupo fraterculus pertencem a familia Tephritidae, que
possui aproximadamente 500 géneros, dentre eles, o género Anastrepha (Norrbom,
2004). Dentro deste género se encontram as trés espécies estudadas neste trabalho:

A.fraterculus, A. obliqua e A. sororcula de diversas localidades do Brasil (Tabela 1).

3.2 — Coleta e manutencido do material

Acondicionamos os frutos provenientes de diversas regioes do Brasil em caixas
plésticas com vermiculita até que houvesse a empupacdo das larvas e a emersdo das
moscas. Alguns dias apds o nascimento, identificamos morfologicamente as espécies de
Anastrepha e estocamos em etanol 70% no freezer ou mantivemos, algumas
populacdes, em laboratdrio, sob dieta artificial constituida de 10 ml de mel, 30 ml de
hidrolisado de proteina de milho, 0,5 ml de Levenil, 6g de levedo de cerveja, 0,5g de
Sustagen, 25g de agucar mascavo e 45g de acgucar branco até o momento de sua
utilizacdo.

3.3 - Procedimentos moleculares

Extracao de DNA

Extraimos o DNA com Tiocianato de Guanidina, fazendo a digestdo enzimatica
prévia de proteinas com proteinase K em tampao apropriado (Nelson & Krawetz, 1992).
Fizemos, entdo, um pool de DNAs para cada uma das espécies estudadas, com 5
individuos de cinco localidades distintas (Tabela 1).

Tabela 1- Regides e individuos utilizados para os pools de DNA.

Estado N° de individuos/local Geracao

Pool A. fraterculus 20
Curitiba PR 5 F4
Florianopolis SC 5 F2
Joinville SC 5 F3
Joao Pessoa PB 5 F1

Pool de A. obliqua 20
Bonito PE 5 F4
Sao Carlos Sp 5 F5
Bariri Sp 5 F5
Araguaina TO 5 FO

Pool de A. sororcula 21
Guarapari ES 9 F1
Rio das Ostras RJ 6 FO
Buzios RJ 6 F1

11
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Construcao dos primers

Para o isolamento e andlise de genes distintos no genoma de Anastrepha,
utilizamos 27 conjuntos de primers, que foram desenvolvidos a partir do alinhamento
manual no programa BioEdit (Hall, 1999), de diversas sequéncias, obtidas de uma
biblioteca de cDNAs de genes do aparelho reprodutivo feminino de Anastrepha
fraterculus (Kaminski, 2007) , com o de outras espécies de insetos proximas (outros
Tephritidae ou mesmo outros Diptera como Drosophilidae e Culicidae). Fizemos estes
alinhamentos utilizando, também, as sequéncias de aminoacidos correspondentes a cada
sequéncia de nucleotideos usada no desenvolvimento de cada um dos primers. O
alinhamento dos aminodcidos também fizemos no programa BioEdit, pelo uso do
software Clustal W (Higgins et al. 1994), este software permite alinhar sequéncias
mesmo quando o tamanho entre elas sdo diferentes, relacionado a processos de
insercoes ou dele¢des. Entdo, construimos esses primers selecionando regides mais
conservadas para os genes aqui estudados. Para tanto, escolhemos regides de
aproximadamente 20 bases, com quantidade de citosina e guanina entre 50% e 60%,
evitando repeti¢des de bases.

Analisamos as temperaturas de desnaturacdo, valores de AG e possibilidade de
formacdo de estruturas secunddrias, tanto em hibridagdes entre os mesmos primers
como entre os diferentes do conjunto no software OligoAnalyser 3.0

(www.idtdna.com/analyser/Defalt.aspx/oligocalc.asp). Dessa forma, foi verificada a

estabilidade das estruturas com o objetivo de tentar reduzir a producdo de artefatos nas

reacoes de amplificagdo.

Amplificacao por PCR e purificacao do produto

Testamos cada conjunto de primers desenvolvidos (Tabela 2) em diferentes
temperaturas e usamos diversas concentracoes de reagentes para estipular as condi¢des
otimas de amplificacdo. Fizemos testes utilizando diferentes concentragdes de Cloreto
de Magnésio (MgCly) - (1,0mM, 1,5mM e 2,5mM) - e alteramos também as
concentracdes dos primers, 0,2mM e 0,4mM. Nas reagdes de amplificagdo utilizamos
uma mistura de Taq polimerase e 1/100 U de Pfu polimerase, que reduz a taxa de
incorporacdo de erros e aumenta a fidelidade na PCR (Cline et al., 1996). Fizemos as
reacdes de amplificacdo utilizando os reagentes nas seguintes concentracdes: Agua,

Tampdo (MgCl, 1,0 mM, Tris-HCI pH = 9,0 10mM, KCI 50mM), BSA (0,2pg/uL),
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dNTPs (0,2uM),
polimerase(0,05 U/uL) e DNA(1uL/26 pL de solugdo).

primer forward (0,2mM), primer reverse (0,2mM), Taq
Corremos os produtos das reagdes de amplificacio em géis de agarose 1%,
adicionados de brometo de etidio, que permite a visualizacdo em luz ultravioleta para
verificar a eficiéncia dos primers e estabelecer as melhores temperaturas e condi¢des de
primers. Utilizamos marcadores de peso molecular para confirmar se o tamanho do
fragmento amplificado correspondia ao tamanho esperado.
Uma vez estabelecidas as condicdes de amplificacdo, os produtos de PCR

obtidos de pools de individuos de cada espécie foram purificados através do protocolo

de precipitacdo diferencial com PEG (Polietileno Glicol) 8000 (Lis & Schleif, 1975).

Tabela 2- Primers testados e temperaturas de melting (Tm) (°C) correspondentes.

Loci Primer F (5'-3') Primer R (5'-3') TM™ (°C)

TCTP ATGAAGATCTACAAGGATATCATC TTCACACATGGCTACCATACCAT 50

Cyclophylin CTTCCCCGTGTATTTTTCGAT TCCAGTACCGTTGTGATTCGT 52,9
Troponin C GGATCTAACACCTGAGCAAATTG TTCATCCACTTCTTCGATGAG 52,1
UQCRX ATGGCATGCAACGCGAATAAAG TACACGGGTGATTGGCAGGGA 56,8
Elongation Protein TGTCATAGTTATCGGTGAAATCATA ACGCAGTCATACACGGGATAC 51,8
Porin AAGACCAATACCCCCTCTGGT AAGACCAATACCCCCTCTGGT 56,2
MLC AATTAGCTGAATTCCAAGAAGC CGTAGTTAAAAGATGTCTCAAT 49

CG8064 CTGGAGTGCTTGGAGATTTGTAA CATGCACATTCATACCAATTGTAT 52

Wings up GCTAAACAGGCCGAGATTGAGC CTTGCGCTTAACAACATACTCAAGG 56,4
CG7009 GAGACATATACTATCGATTGGCC ACCAGTTACATCAGGTGCACCATC 52,5
CG5325 ATGGCAGAAAATAAACAGAACAAG GTGGTAATTCACCGCTGGGTGT 52,2
CG7203 ATGAAGTTCGCCGTTTCCGTAGTC GTGAATTTGGAACCAGCACCAGGC 61,3
sniffer ATGAATTCTATACTAATTACGGG AAGATCAATGCTCATGGACTT 49

Copper Transporter ATGATTATGGTGTTCCATGGTGG CAGTTGTTGACGTGAAAATTTCA 52,4
C-type lectin AGAGCCACCACAACCACATCTACG CGCAAATACGTCCGGCAGTCCAAATG 60,9
Nimrod ACGGCGGAGTTCATCAATAAGA CGCCGTGCAAATGCCATT 56,2
O-trypsin CGTACTGGGCGCATCTGTACCTGAGG CCTCAGGTACAGATGCGCCCAGTACG 64,2
Ubiquitin ATGCAAATTTTCGTAAAAACCC GGCCATGAAAACACCAGCCCC 51

Vitelline GCGCCGCCATGCCCAAGAA TCCGCTACTGCTACCCGAT 58

CG 3751 AAGGACACTGGTTTGTGGGGTATC CGATGAGCGGATTCTGTTGTATTCAGG 58,9
CG 10306 ATGTCGCACCTCGTGAAAATGG ATGCTGAACTTCGACATCTCACGTAC 58,1
CG9894 ATGTCAGCAGCCACAGAAC CKGARTCWSCRTCRGCGGC 50,2
CG1822 ATGGATCCATATACAGTGTG GCGAGCAGATTGTAAAGC 48

CG6503 TGGCACCATCGGTATTAGCCTCAA CATGAAAGTGCTGTTCTTCCTCAC 56,2
CG6878 GCATTCAACCGCGAGCTGCATAAA TAGCGGAGTTTATGGCCAAGCACA 60,6
CG3153 TTCCGTCCAGTACCGTTGTGATTC TGGGCCTAGTTAAAGCGTTGGTGA 58,8
CG30273 TTAGCAACGTATGCCTGTCCCGAT TGCGCAATGACCTACAGTCTGTGT 60,3
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Para determinar a pureza e concentragdo dos fragmentos obtidos, realizamos

uma nova eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etidio. Esta concentracao

foi também estabelecida através de Dot Blots (quantificacdo em gota), comparando a

intensidade da fluorescéncia (proporcional a concentracdo de DNA aplicado) de cada

amostra com padrdes conhecidos (marcadores).

As regides do genoma testadas neste trabalho, nas moscas das frutas do grupo

Jraterculus codificam para as seguintes proteinas e apresentam as seguintes funcoes:

CG7009, da familia das histidinas, responsavel pela metilacdo do rRNA;
Troponin C, familia das troponinas, e que detecta os niveis de calcio celular
promovendo contracdo muscular, em Drosophila esta proteina € codificada
por trés genes, sendo que, um deles parece ser especifico para os musculos de
vOo;

Myosin Light Chain (MLC), familia das miosinas, e € importante no
mecanismo de contracdo muscular, a partir da entrada de célcio (Ca*™) pelo
reticulo sarcoplasmadtico ou pelo espaco extracelular;

Wings Up, responsdvel pelo posicionamento vertical das asas de Drosophila,
os mutantes para este gene ndo podem voar e também ndo sdo capazes de
bater as asas durante o comportamento de corte;

Porin, proteina da familia das porinas, presente na mitocondria onde regula o
metabolismo energético, a apoptose e o transporte de metabdlitos entre o
citosol e a mitocondria. As isoformas Porin 1 e Porin 2 encontram-se presentes
nos tecidos reprodutivos de Drosophila, sendo que a Porin 2 é encontrada em
maior quantidade nos testiculos do macho, que nos ovérios das fémeas. Além
disso, esta € uma proteina que, em Drosophila, pode ter influéncia na
formacao dos olhos;

Ubiquinol Cytochrome Reductase (UQCRX), que estd presente na cadeia
respiratoria mitocondrial;

CGS532S, que participa do desenvolvimento do sistema nervoso;

Familia de proteinas Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP),
relacionada com o desenvolvimento embriondrio e participa do controle do
ciclo celular (Hinojosa-Moya et al., 2008).

Cyclophilin, que € constituinte das moléculas do sistema imune. A expressao

de proteinas do sistema imune em Orgdos reprodutivos ja foi indicada por
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outros autores (Schmid-Hempel, 2005) e pode estar associada tanto a uma
barreira de protecdo contra bactérias e fungos quanto a um sistema de defesa
das fémeas contra not-selfs como por exemplo, o esperma do macho, que
pode ser considerado pela fémea como um organismo intruso dentro de seu
sistema ou mesmo contra doengas sexualmente transmissiveis;

Carbonyl Reductase Sniffer, confere protecdo contra os efeitos deletérios da
oxidacdo nos neurdnios;

Nimrod e a- Trypisin, envolvidos no processo biolégico da protedlise;
Vitelline, faz parte da familia de proteinas vitelinicas, constituinte da
membrana vitelinica, participando, entdao, da oogénese;

Ubiquitin, desempenha funcdo na regulacdo das proteinas. Participando
biogénese dos ribossomos, na modulacdo de receptores celulares, na expressao
génica, na reparacdo do DNA, na resposta ao stress, na morfogénese neuronal,
além de desempenhar funcdes no controle dos ritmos circadianos;

C-type Lectin, familia da lectinas, e participa do processo metabdlico da
quitina;

Copper Transporter, proteina importante para o transporte de cobre para as
células, estudos mostram a participacdo do cobre no crescimento e
desenvolvimento embriondrio de Drosophila melanogaster (Zhou et al,2003).
Elongation Protein ( Elp) e CG10306, desempenhando papéis na tradugdo de
RNA, sendo que, a Elongation Protein estd envolvida na fase de alongamento
e aproteina CG10306 na fase de iniciagao.

CG1822, que participa da segregacdo cromossdomica na meiose de células
femininas.

E alguns ainda com funcdo desconhecida CG7203, CG8064, CG3153,
CG30273, CG6878, CGI894 ¢ CG6503.

Clonagem e Sequenciamento

Uma vez que os produtos foram amplificados de pools de individuos de cada

z

espécie, € necessdrio fazer a clonagem destes produtos para a identificacdo de

fragmentos de sequéncias distintas em cada espécie. Tal estratégia permite-nos fazer de

forma simples e com apenas uma clonagem, uma avaliagdo global da variabilidade intra

e interespecifica para cada um dos genes aqui investigados. Utilizamos os produtos de

PCR purificados em reacdes de ligacdo com plasmideos PTZ57R/T usando o Kit de
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clonagem InsTAclone (Fermentas). Utilizamos o produto desta ligacio na
transformac¢do de bactérias competentes da cepa DH5a. Realizamos a transformacgdo
utilizando a metodologia de choque térmico de acordo com procedimentos padrdo
utilizando 100ng de plasmideo por reacao. Incubamos os tubos em gelo por 30 minutos
e depois em banho-maria a 42°C por 2 minutos € novamente em gelo por 5 minutos.
Adicionamos aos tubos 500uL de meio LB liquido e deixamos as bactérias crescerem
por 1 hora em banho-maria a 37°C. Dividimos em 4 placas de Petri, com meio de
cultura seletivo (com adi¢ao de ampicilina-concentra¢do:0,1ug/uL), os 500 uL de meio
LB liquido com as coldnias recombinantes ja crescidas e incubamos as placas a 37°C
por até 18 horas.

Amostramos ao menos 20 colonias por clonagem e avaliamos a presenca do
inserto nas coldnias recombinantes por PCR direta de coldnia (Dallas-Yang et al., 1998)
com os primers M13 forward e M13 reverse que amplificam regides flanqueadoras da
regido dos insertos no vetor.

Purificamos os insertos que apresentaram o tamanho de fragmento esperado
novamente através de precipitacdo diferencial com PEG (Polietileno Glicol) 8000 (Lis e
Schleif, 1975) e ressuspendemos os produtos em 26 pl de dgua ultrapura os deixando
prontos para serem sequenciados. Enviamos nossas amostras para a empresa
MAGROGEN INC. na Coréia do Sul, onde tais fragmentos foram sequenciados em um

sequenciador ABI 3730 e os resultados disponibilizados eletronicamente.

3.4 - Anadlises das sequéncias de DNA

Utilizamos o software Chromas 2.31 (http://en.bio-soft.net/dna/chromas.html)

que permite a visualizacdao dos eletroferogramas e inspecdo visual da qualidade do
sequenciamento e, em seguida, a ferramenta BLAST no GENBANK

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para conferir se as sequéncias correspondiam a nossa

regido de interesse, e as alinhamos no programa BioEdit (Hall,1999) através do uso do
software Clustal W (Thompson et al., 1994)

Através do programa DNAsp v.5.00.03(Rozas et al., 2003) investigamos o nivel
de polimorfismo de cada uma das regides amplificadas pela estimativa do nimero de
sitios polimérficos e do indice de diversidade de nucleotideos (1) (Nei, 1987), através da
comparacdo par a par do nimero de nucleotideos diferentes por sitio entre todas as
sequéncias estudadas e a média entre todas as combinacdes dentro das espécies
estudadas. Realizamos essas andlises utilizando as sequéncias das trés espécies juntas e
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separadas, além fazermos as andlises da regido intronica dos loci que amplificaram tanto
intron como exon. Pelo DNAsp também realizamos testes de neutralidade seletiva como
D de Tajima (Tajima, 1989b), F e D de Fu e Li (Fu & Li, 1993), Fs de Fu (Fu, 1997) e
H de Fay&Wu (Fay & Wu, 2000). Para os testes de neutralidade, quando um grupo
externo era  necessario, usamos  sequéncias obtidas no  GENBANK
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) de Drosophila melanogaster, D. virilis, D. willistoni, D.
grimshawi e D. mojavensis e quando disponiveis sequéncias de Tephritidae como
Rhagoletis pomonella. Em fun¢ao do nimero de testes realizados utilizamos a corre¢ao
de Bonferroni para testes multiplos. E para compararmos os resultados das anélises das
regides de exon e das regides intronicas, dos loci que as possuiam, realizamos o Teste Z.

Como a presenca de recombinacdo nas sequéncias das regides estudadas
interfere tanto nas inferéncias filogenéticas quanto na capacidade de deteccao de
selecdo, utilizamos para detectar eventos de recombinacdo o programa RDP 3 Beta 42

(http://www.bioinf.manchester.ac.uk/recombination/programs.html).  Este  software

compara as sequéncias trés a trés, determinando duas mais proximamente relacionadas.
Através dessa comparacao, é calculada uma porcentagem de identidade nas diferentes
posicdes das sequéncias, esperando-se encontrar maior proximidade entre as duas
sequéncias que apresentam maior relacdo. Se em uma determinada regido encontrarmos
uma maior porcentagem de identidade entre duas sequéncias que apresentam menor
relacdo é possivel que esteja ocorrendo, nessa regido, recombinagdo entre essas duas

sequéncias.

Para a obtencdo das redes de haplétipos que representam as relacdes
genealdgicas entre as sequéncias obtidas para as espécies estudadas, utilizamos o
programa computacional TCS versao 1.21 (Clement et al., 2000). O TCS aplica a
estatistica de parcimdnia pelo algoritimo desenvolvido por Templeton (1992). Os
“loops” presentes na rede foram resolvidos utilizando critérios baseados na teoria da
coalescéncia (Crandall & Templeton, 1993) e podem ser resumidos da seguinte
maneira: haplétipos sao mais provaveis de estarem conectados com haplétipos de maior
frequéncia do que com haplétipos raros e, hapldtipos s@ao mais provaveis de estarem

conectados com haplétipos do interior do que com haplétipos das extremidades.

Para estimarmos o modelo evolutivo, de cada uma das regides estudadas,
utilizamos o modelo de comparagado MODELTEST (Posada & Crandall, 1998) através
do programa HYPHY_win32 (Pond et al., 2005).
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Para a andlise filogenética usamos, novamente, as sequéncias de Drosophila
melanogaster, D. mojavensis, D. virilis, D. willistoni, D. grimshawi e Rhagoletis
pomonella obtidas do GenBank, como grupos externos. Alinhamos as sequéncias de
nucleotideos e usamos o programa MEGA 4 (Tamura et al.,2007) para inferir relacdes
filogenéticas através de Neighbor-Joining e as utilizamos como base para inferir as
arvores filogenéticas por Médxima Verossimilhanga com as distancias baseadas em

mudancas nucleotidicas por sitio no software PhyML v.3.0 (Guindon & Gascuel, 2003).

Realizamos os testes de selecdo positiva em dados macroevolutivos através de
uma metodologia que utiliza o CODEML pelo programa PAML ver. 4 (Yang,2007). O
PAML ver. 4 nos permitiu investigar as razdes entre as taxas de substituicao
sindbnima/nao-sindnima (dN/dS, também denominado ® ). Quando as substitui¢des nao-
sindnimas t€m taxas de fixacdo mais altas do que as mutagdes sinOnimas, hd a indicacdo
de selecdo positiva (0> 1). Por outro lado, ® =1 indica neutralidade, enquanto um ® <
1 indica selecdo purificadora.

Como as andlises no CODEML (PAML) exigem uma darvore filogenética
por Maxima Verossimilhanca com as distancias entre os ramos baseadas em
substituicdes nucleotidicas por cédon, rodamos o modelo MO no PAML utilizando a
arvore de méxima verossimilhanca obtida no programa PhyML v. 3.0 (para obtermos a
arvore necessaria para rodar os outros modelos. Para a realizacdo do Relaxed Branch-
site test (Teste relaxado de sitios e ramos) e Strict Branch-site test (Teste Estrito de
sitios e ramos) (Yang & Nielsen 2002; Zhang et al. 2005) consideramos o ramo das
Anastrepha como o ramo foreground, no qual testamos a ocorréncia de selecao positiva,
e depois o contrastamos com o ramo que denominamos de background , contendo as
espécies de Drosophila e, eventualmente, Rhagoletis. Através de um Teste de Razdo de
Verossimilhangas (LTR — log- likehood ratio test) contrastamos o modelo alternativo,
que € para ambos os testes 0 modelo MA, no qual apenas o ramo foreground pode
conter sitios com ® > 1, com os modelos nulos. O primeiro teste consiste em contrastar
o modelo MA contra o modelo M1A (modelo nulo), que admite a mesma taxa evolutiva
para todos os sitios e ramos, com variagdo de ®, para todos os sitios, entre O e 1. Para o
segundo teste, 0 modelo nulo (modelo MA restrito), no qual os valores de ® para cada
sitio sdo fixados a um valor maximo de 1, é contrastado contra o modelo MA. Para o
Teste de Razdo de Verossimilhanca (LTR) para o Relaxed Brach-site test usamos um

grau de liberdade igual a 1 e para o Strict Branch-site test o grau de liberdade que
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utilizamos para os cdlculos foi 2. Pelas andlises do PAML obtivemos, também, os
resultados das andlise Bayesiana para detec¢do de sitios com sinal de selecdo positiva
Bayes Empirical Bayes (BEB) (Yang et al, 2005).

Para obtermos estimativas bayesianas de méaxima verossimilhanca de
tamanho populacional, tempo de divergéncia (= fu;) e taxas de muta¢do e migracao
usamos o programa IMa2 (Hey, 2009), que utiliza um método de coalescéncia
Bayesiana, que aproxima a integracdo das genealogias possiveis, através de uma
simulacdo da Cadeia de Markov Monte Carlo (Markov Chain Monte Carlo — MCMC).
Este teste assume que os genes estejam evoluindo por selecdo neutra. Ao contrario dos
programas IM (Hey e Nielsen, 2004) e IMa (Nielsen & Wakeley,2001; Hey & Nielsen,
2004; Hey & Nielsen, 2007) , com o IMa2 podemos realizar as andlises para mais de
duas populacdes, para isto € necessario que o usudrio especifique uma arvore
filogenética de maxima verossimilhanga enraizada, que contenha também a informagao

das distancias entre os ramos.

Para as andlises no IMa2 usamos o modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY),
com burn-in de 1.500.000 genealogias e amostragem a cada 10.000 genealogias. Para
termos uma estimativa do tamanho efetivo populacional por individuos para cada
espécie (Ne) e o tempo de separacdo da populacdo em anos, calculamos u comparando
as espécies de Drosophila entre si, para as quais jd sabiamos o tempo de divergéncia,
(Tamura et al, 2004) e geramos um valor médio para cada um dos genes aqui utilizados
chegando a um tempo de divergéncia estimado por locus para as espécies estudadas.
Utilizamos para as andlises do IMa2 as trés genealogias possiveis em que as espécies
sdo consideradas juntas, além de também termos realizado as andlises utilizando as

espécies duas a duas..

Fizemos a comparacdo entre a arvore de espécies e a arvore de genes usando o
programa MESQUITE versdao 2.5 (Maddison & Maddison, 2008). Especificamente,
avaliamos o ajuste das arvores dos genes em trés possiveis drvores enraizadas para as
espécies estudadas, considerando cada uma das espécies aqui estudadas como sendo
externa as outras duas, ou seja, testamos trés topologias distintas considerando A.
fraterculus, A. obliqua e A. sororcula como sendo a espécie mais distante das outras

duas espécies.

Realizamos as andlises usando o método de minimizacdo da coalescéncia

profunda (deep coalescence) (Maddison, 1997) implementado pelo programa
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MESQUITE. Este método consiste em conciliar a arvore de genes dentro da arvore de
espécies de modo a minimizar a nimero de coalescéncias profundas pelo critério da
parcimOnia, a "melhor" arvore de espécies inferida é a que requer o0 menor nimero de

coalescéncias profundas.

Também fizemos andlises comparando a coalescéncia profunda das arvores de
genes reais com 100 drvores de genes simuladas para cada um dos loci estudados nos
trés modelos de arvores de espécies, nas quais em cada modelo uma das espécies se
encontra mais separada das outras duas. Usando o programa MS (Hudson, 2002) foram
simuladas 100 arvores com 3 populagdes isoladas e sem migracdo, evoluindo segundo
modelo neutro de Wright-Fisher, assumindo modelo de mutagdo de sitios infinitos.
Foram simuladas &rvores respresentando as trés topologias possiveis para as trés
espécies do estudo (A. fraterculus(A. obliqua, A. sororcula); (A. obliqua (A. fraterculus,
A. sororcula) e (A. sororcula(A. obliqua, A. fraterculus,). Os tempos de divergéncia
entre as espécies (em unidades de coalescéncia) foram determinados de acordo com os
tempos e tamanhos populacionais obtidos no programa Ima2 para as respectivas

topologias.

Apés a obtengdo das 100 simulagdes de darvores para cada topologia,
transformamos essas drvores em sequéncias de genes evoluindo de acordo com modelo
de substitui¢do nucleotidica especifico para cada um dos 12 genes, que foram HKY ou
REV, conforme determinado no programa MODELSTEST versao 3.0 (Posada &
Crandall, 1998) e tamanho do segmento de DNA sequenciado, no programa Seq-Gen
versao 2.0 (Strope et al, 2009). Estes dados gerados no Seq-gen foram rodados no
programa PhyML 3.0 (Guindon & Gascuel, 2003). para gerar as melhores topologias
por méxima verossimilhanga, usando os modelos de substituicdo de nucleotideos para
cada gene, HKY85 ou GTR, de acordo com os resultados do MODELTEST . Estas
topologias foram entdo utilizadas no MESQUITE para compararmos seus valores de
coalescéncia profunda com as 4rvores de genes originalmente obtidas. Este
procedimento busca criar uma distribuicdo de valores de coalescéncia profunda
considerando um determinado modelo evolutivo (por exemplo, uma separagdo de A.
fraterculus antes de A. sororcula e A. obliqua, sem migracdo entre elas). Dessa forma,
os valores originalmente obtidos para cada uma de nossas arvores quando contrastados
com esta distribui¢do, podem ser considerados como teste de adequagdo desta topologia

ao modelo evolutivo especifico sendo testado.
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4.Resultados e Discussdo

Testamos os 27 conjuntos nas trés espécies estudadas utilizando o pool de DNA
de individuos de regides diferentes do Brasil. Apds diversos testes de temperatura e
concentracdo de primers, os primers CG7009, CG7203, CG8064, CGS5325,
Elongation Protein, Cyclophilin, Porin, Myosin Light Chain, Translationally
Controlled Tumor Protein, Ubiquinol Cytochrome Reductase, Wings Up,
Troponin C, CG6503, Ubiquitin e Copper Transporter amplificaram ao menos uma
banda consistentemente (Tabela 3).

Tabela 3- Primers testados.

Loci Tamanho esperado ™™ (°C) T hibridagao (°C) [Mg™*] (Mm)
(pb)

TCTP 396 50 45 2,5
Cyclophylin 175 52,9 48 2,5
Troponin C 200 52,1 46 2,5

UBCRX 260 56,8 49 2,5
Elongation Protein 366 51,8 47 1,5
Porin 441 56,2 51 2,5
MLC 313 49 44 2,5
CG8064 339 52 48 1,5
Wings up 920 56,4 51 1,5
CG7009 376 52,5 54 2,5
CG5325 381 52,2 47 1,5
CG7203 393 61,3 55 2,5
Copper Transporter 200 52,4 45 2,5
Ubiquitina 400 51 45 2,5
CG6503 450 56,2 48 1,5
Nimrod* 250 56,2 - -
a-trypsin*® 450 64,2 - -
C-type lectin* 300 60,9 - -
Vitelline* 150 58 - =
CG 3751* 370 58,9 - -
CG 10306* 210 58,1 - -
CG9894* 310 50,2 - -
CG1822* 360 48 - -
Sniffer* 560 49 - -
CG6878* 300 60,6 - -
CG3153* 375 58,8 - -
CG30273* 380 60,3 - -

* ndo amplificou

Apés repeti¢des, alguns destes primers, CG6503, Ubiquitin ¢ Copper

Transporter, comecaram a amplificar inconsistentemente € nido foram estudados. Os
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primers que amplificavam fragmentos dos genes CG7009, CG7203, CG8064,
CG5325, Elongation Protein, Cyclophilin, Porin, Myosin Light Chain,
Translationally Controlled Tumor Protein, Ubiquinol Cytochrome Reductase,
Wings Up e Troponin C foram amplificados em pools de cada uma das espécies, A.
fraterculus, A. obliqua e A. sororcula e seus produtos clonados e sequenciados.

Ao menos vinte colonias produzidas foram amplificadas com primers M13
forward e reverse (Exemplo que pode ser conferido na Figura 3) e presencga de inserto
no tamanho esperado foi verificada pela corrida em gel de agarose 1%, utilizando um

marcador de peso molecular (Tabela 3).

Figura. 3 Amplificacdo dos clones, com o primer M13, do gene Porin, sendo que a banda de tamanho
menor representa uma colonia negativa.

Determinamos os tamanhos dos produtos e quantificamos as amostras que
possuiam bandas do tamanho esperado para o conjunto de primers (Tabela 3). As
amostras quantificadas tinham entre 50 e 100 ng/ul. Este material foi purificado e
enviado para ser sequenciado na empresa MACROGEN INC. na Coréia do Sul.

A qualidade das sequéncias forward e reverse obtidas (exemplo que pode ser
conferido na Figura 4) foi verificada no programa Chromas 2.31

(http://en.biosoft.net/dna/chromas.html) e usadas para a criagao de sequéncias consenso.

Estas sequéncias foram, entao, conferidas no GENBANK
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através da ferramenta BLAST e uma vez que
correspondessem as regides amplificadas esperadas eram alinhadas no programa Bioedit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html), utilizando a ferramenta CLUSTAL
W.

A partir do alinhamento das sequéncias consenso, conseguimos identificar
polimorfismos nas regides amplificadas de cada um dos 12 genes tanto dentro quanto

entre as trés espécies de Anastrepha estudadas neste trabalho. A Figura 4 representa um
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dos polimorfismos presentes na regido amplificada do gene CG7203, onde a mudancga

de base levou a uma substituicdo de aminoécido.
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Figura 4- FEletroferograma mostrando um polimorfismo no gene CG7203, causando também uma
mudanca de aminoécido de Valina para Isoleucina.

Como a presenca de recombinagdo interfere nas andlises filogenéticas, porque
mistura sinais histéricos de parentesco, utilizamos o programa RDP 3 Beta 42 para
detectar a presenca de regides recombinantes, calculando uma porcentagem de
identidade nas diferentes posi¢des das sequéncias, esperando-se encontrar maior
proximidade entre as duas sequéncias que apresentam maior relacio, e ndo encontramos
nenhum sinal de recombinagdo para as regides amplificadas de cada um dos genes

estudados neste trabalho.

4.1 - Anadlises de Polimorfismos, Divergéncia e Testes de Neutralidade.

Através do programa DnaSP v. 5.00.03 (Rozas, et al., 2003) analisamos o nivel
de polimorfismo e divergéncia para cada regido gé€nica aqui estudada para A.fraterculus,
A. obliqua, A. sororcula juntas e separada por espécie. A porcentagem média de
nucleotideos diferentes por sitio entre sequéncias define um pardmetro importante de
diversidade molecular, a diversidade nucleotidica. Este pardmetro, bem como o nimero
de sitios polimoérficos e os valores de theta (indicativo da quantidade de polimorfismos
mantido na populacdo pelo balango entre deriva genética e mutacdo) por sequéncia

foram utilizados para determinar o grau de polimorfismo dentro e entre as espécies.
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A Tabela 4 indica os indices de polimorfismo e testes de neutralidade para cada
regido estudada considerando o género Anastrepha como um todo e as Tabelas 5, 6, 7
mostram as mesmas andlises feitas para as espécies separadas, respectivamente,
A.fraterculus, A. obliqua e A. sororcula.

Para as andlises realizadas com as trés espécies de Anastrepha juntas (Tabela 4),
os resultados dos indices de polimorfismo mostram que, a maioria das regides génicas
amplificadas neste trabalho apresenta altos valores de theta, indice de diversidade
nucleotidica () e nimero de sitios polimérficos (S), por exemplo, a regido amplificada
pelo primer UQCRX (n = 0,034), quando comparados com outras espécies estudadas
(por exemplo, apresentam valores compativeis ou mais altos a dados mitocondriais (ver
Powell, 1997), que geralmente sdo mais altos do que regides nucleares. Para o género
Anastrepha como um todo, os testes D de Tajima e D e F de Fu e Li ndo apresentaram
desvios significantes da neutralidade para nenhum dos genes aqui estudados apds a
correcao de Bonferroni. O teste de H de Fay e Wu foi significativo para as regides
amplificadas pelos primers CG7009, CG5325 e ML.C, enquanto o Fs de Fu apresentou
resultados significativos para a maioria dos genes aqui estudados, com excecdo para os
loci Wings Up e Cyclophylin (Tabela 4).

Quando fizemos os testes utilizando apenas as sequéncias de A. fraterculus
(Tabela S) os indices de polimorfismos continuaram altos, como, por exemplo, o indice
de diversidade nucleotidica (1) para o gene UQCRX (7 =0,03), maiores que os valores
encontrados para dados mitocondriais de Drosophila buzzatii (T entre 0,00039 e 0,0082)
(de Brito et al., 2002). Para estes testes A. fraterculus foi a que apresentou os maiores
valores de polimorfismos quando comparada com A. obliqua e A. sororcula analisadas
separadamente. Os valores de F e D de Fu e Li e D de Tajima ndo apresentaram valores
significantes para nenhuma das regides génicas amplificadas. O teste de H de Fay e Wu
para A. fraterculus, ndo apresentou resultados significativos para nenhum dos genes e 0s
valores para Fs de Fu foram significativos para os genes CG7009, TCTP, Troponin C,
Porin e ELp.

Pelas andlises feitas com as sequéncias de A. obliqua (Tabela 6) podemos
observar um indice de diversidade nucleotidica (m) alto, por exemplo, como o
encontrado para o gene UQCRX (1 = 0,056), maiores por exemplo, que os valores
encontrados para Gryllus rubens e G. texensis (Gray et al, 2008). Nao encontramos

resultados significativos para o Teste de F e D de Fu e Li e para o teste D de Tajima. O
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teste de H de Fay e Wu para A. obliqua, foi significativo apenas para a regido génica
amplificada pelo primer CG7009. Os valores para o teste Fs de Fu foram significativos
para a maioria dos genes com excecdo dos loci Wings Up e Cyclophylin (Tabela 6).
Apesar dos valores de Fs de Fu, para A. fraterculus e para o género Anastrepha, se
mostrarem significativos para as mesmas regides génicas, os resultados, quando
agrupamos as trés espécies, apresentaram valores mais extremos de desvio de
neutralidade.

Para as sequéncias de A. sororcula, os indices de diversidade nucleotidica ()
foram altos para algumas regides génicas, por exemplo, para o gene UQCRX (7 =
0,019), ndo encontramos, para nenhuma das regidoes amplificadas, valores significativos
para os testes de F e D de Fu e Li e para o teste D de Tajima. O teste de H de Fay e Wu
para A.sororcula, nao foram significativos para nenhum dos genes e o teste de Fs de Fu
foi significativo apenas para as regides amplificadas pelos primers CG7009, CG8064,
MLC e Porin (Tabela 7).

A Tabela 8 apresenta os testes de neutralidade e niveis de polimorfismo para as
regides intronicas dos genes amplificados, considerando o grupo fraterculus como um
todo para a andlise. Estes testes nos mostram niveis de polimorfismo mais altos e testes
de neutralidade menos significativos para a regido do intron quando comparados com a
regido exonica. O nivel de polimorfismo das regides exonicas é bem mais baixo do que
regides ndo codificadoras. Por exemplo, na regido amplificada pelo primer Elongation
Protein encontramos 26 substitui¢cdes em cerca de 300 pares de bases presentes em um
exon, contra 24 em cerca de 60 pares de bases intrOnicas. Apenas as regides
amplificadas pelos genes CG7009 e CGS325 apresentaram uma maior quantidade de
alteracdes na regido do éxon. Os valores de n, no entanto, nao apresentaram diferenca
significativa entre exon e intron pelo Teste Z feito para cada um dos locus. O Teste D de
Tajima ndo foi significativo para nenhum gene. Os resultados para o teste de Fs de Fu
foram significativos para os genes CG7009, CG5325, UQCRX e Wings Up (Tabela
8), embora deva se ressaltar que os outros genes apresentaram introns com tamanho
reduzido, o que diminui o grau de liberdade dos testes aqui realizados.

O teste de Fs de Fu contrasta a probabilidade de se encontrar um nimero igual
ou superior de alelos em comparagdo com o esperado em uma populagdo estaciondria
(Fu, 1997) e apresenta maior poder estatistico para detectar expansdo populacional do
que outros aqui testados (Ramos-Onsins e Rozas, 2002). Como o padrdo geral dos testes
de neutralidade aqui realizados foi a deteccao de valores significativos de Fs para todos
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os genes investigados, inclusive em seus introns, isto indicaria a existéncia de uma
expansdo populacional afetando as populacdes estudadas, mais particularmente em A.
obliqua que também apresentou valores significativos de Fs para todos seus genes,
quando analisada individualmente, o que ndo ocorreu com as outras espécies, nas quais

apenas parte dos genes indicou testes significativamente negativos para Fs.

Tabela 4 - Indices de polimorfismo e testes de neutralidade para cada gene com todas as
espécies de Anastrepha.

Locus N T(apr;:::)o n S 0 Fu s’*“ s Fu i;Ll s Fayi\:\lu s Fu's s Tajllgna s
CG7009 60 321 0,024 49 0,025 -1,62 -1,77 -24,64* -15,97* -0,97
CG7203 60 285 0,019 46 0,019 -2,37 -2,57 -8,27 -37,68* -1,70
CG8064 60 339 0,010 36 0,010 -3,14 -3,19 -5,55 -35,89* -1,93
CG5325 44 220 0,019 38 0,019 -1,65 -2,13 -10,98* -23,58* -1,88

MLC 60 266 0,014 39 0,014 -2,66 -2,93 -14,99* -43,41* -2,02
TCTP 58 396 0,009 40 0,009 -5,74 -5,24 -1,07 -26,91* -2,02
Troponin C 60 141 0,006 15 0,006 -3,02 -3,32 -4,68 -18,79* -2,33
UQCRX 57 132 0,034 50 0,035 -3,20 -3,54 -8,92 -28,76* -2,36
Porin 59 345 0,006 24 0,006 -2,90 -3,06 -4,51 -14,88* -1,97
Wings Up 37 290 0,022 25 0,022 -4,15 -4,23 1,81 -3,48 -2,37
Elp 51 300 0,017 26 0,017 -2,33 -2,50 -3,89 -24,90* -1,79
Cyclophylin 49 175 0,094 49 0,110 -0,62 -0,60 0,84 -5,95 -0,31

*P< 0,05 considerando-se a significincia corrigida para Bonferroni ( equivalente a P< 0,004) *.
N = niimero de sequéncias utilizadas para a analise.

Testes feitos utilizando como grupo externo D. melanogaster, D. virilis, D. willistoni, D. mojavensis e D. grimshawi ou
Rhagoletis pomonella.

Tabela 5 - Indices de polimorfismo e testes de neutralidade de cada gene para A. fraterculus.

Fu &Li's  Fu &Li's Fay&Wu's
#

Locus N T S 0 o* g H Fu'sFs Tajima'sD
CG7009 20 0,01 17 0,009 -1,24 -1,59 -7,55 -6,63* -1,36
CG7203 20 0,015 19 0,015 0,03 -0,25 -4,45 -4,64 -0,78
CG8064 20 0,011 17 0,011 -0,31 -0,67 -4,68 -4,35 -0,99
CG5325 20 0,008 13 0,008 -0,88 -1,36 -3,41 -3,72 -1,82

MLC 20 0,016 16 0,016 -0,95 -0,96 -2,71 -4,77 -0,5

TCTP 19 0,009 20 0,009 -3,14 -3,16 0,94 -7,99* -1,51

Troponin C 20 0,008 7 0,008 -1,42 -1,79 -2,51 -5,99* -1,66
UQCRX 20 0,03 30 0,031 -2,79 -3,19 -5,11 -2,85 -2,23
Porin 20 0,003 8 0,003 -1,42 -1,83 -4,45 -5,12* -1,91
Wings Up 14 0,013 17 0,013 -3,79 -4,03 2,11 0,56 -2,25
Elp 18 0,021 19 0,021 -0,87 -1,24 -2,8 -13,23%* -1,54
Cyclophylin 18 0,07 23 0,077 0,84 0,95 1,49 1,37 0,62

*P< 0,05 considerando-se a significincia corrigida para Bonferroni ( equivalente a P< 0,004) *.
N = niimero de sequéncias utilizadas para a analise

Testes feitos utilizando como grupo externo D. melanogaster, D. virilis, D. willistoni, D. mojavensis e D. grimshawi ou
Rhagoletis pomonella
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Tabela 6 - Indices de polimorfismo e testes de neutralidade de cada gene para A. obliqua.

Locus N n S 0 Fu &“Li's Fu S;Li's Fay&\:\lu's Fu's Fs Tajima's
D F H D
CG7009 20 0,006 16 0,006 -0,15 -0,85 -13,85* -7,76* -2,06
CG7203 20 0,02 27 0,021 -1,29 -1,41 0,08 -14,31* -1,06
CG8064 20 0,01 14 0,01 -1,42 -1,30 -1,07 -7,87* -0,63
CG5325 15 0,022 23 0.023 -1,46 -1,75 -3,46 -12,34* -1,33
MLC 20 0,012 18 0,011 -1,53 -1,82 -3,79 -12,6%* -1,5
TCTP 19 0,005 12 0,005 -2,14 -2,33 -0,55 -6,21%* -1,46
Troponin C 20 0,008 7 0,007 -0,72 -1,14 -0,73 -4,77* -1,52
UQCRX 18 0,056 35 0,06 -1,85 -2,23 -3,19 -10,47* -1,69
Porin 19 0,007 12 0,007 -1,43 -1,75 -4,37 -7,13* -1,17
Wings Up 18 0,028 17 0.029 -2,85 -3,09 2,17 0,27 -1,94
Elp 19 0,013 20 0,013 -0,98 -1,32 -3,24 -6,94* -1,4
Cyclophylin 10 0,092 29 0,104 0,80 1,01 5,07 1,38 0,81
*P< 0,05 considerando-se a significincia corrigida para Bonferroni ( equivalente a P< 0,004) *.
N = niimero de sequéncias utilizadas para a analise
Testes feitos utilizando como grupo externo D. melanogaster, D. virilis, D. willistoni, D. mojavensis e D. grimshawi ou
Rhagoletis pomonella.
Tabela 7- Indices de polimorfismo e testes de neutralidade de cada gene para A. sororcula.

Locus N n S 0 Fu :#Li's Fu i;Li's Fay&Wu's H Fu's Fs Tajima's D
CG7009 20 0,006 15 0,006 -2,56 -2,88 -4,86 -8,21* -2,05
CG7203 20 0,011 11 0,011 -1,72 -1,86 -0,04 -4,78 -0,65
CG8064 20 0,004 12 0,003 -3,02 -3,30 -1,14 -7,47* -2,31
CG5325 09 0,021 12 0,021 0,34 0,29 -1,64 -3,03 0,1

MLC 20 0,012 15 0,012 -0,15 -0,54 -5,62 -6,44%* -0,95
TCTP 20 0,003 10 0,003 -3,20 -3,43 0,93 -4,28 -2,03
Troponin C 20 0,002 3 0,002 -2,58 -2,75 0,28 -1,14 -1,72
UQCRX 19 0,019 13 0,019 -0,69 -1,11 -2,58 -3,97 -1,32
Porin 20 0,008 17 0,008 -2,76 -2,94 -0,13 -9,21* -1,73
Wings Up 05 0,054 33 0.058 -2,13 -2,30 7,8 0,04 -1,15
Elp 15 0,007 8 0,007 -1,17 -1,25 0,62 -3,03 -0,51
Cyclophylin 21 0,021 22 0,021 -1,92 -2,22 -4,99 -6,6 -1,63

*P< 0,05 considerando-se a significincia corrigida para Bonferroni ( equivalente a P< 0,004) *.

N = niimero de sequéncias utilizadas para a analise Testes feitos utilizando como grupo externo D. melanogaster, D. virilis,

D. willistoni, D. mojavensis e D. grimshawi ou Rhagoletis pomonella.
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Tabela 8 - Indices de polimorfismo e testes de neutralidade de cada gene para a regido

intronica.

Locus Tamanho(pb) n S 0 Fu's Fs Tajima's D
CG7009 55 0,023 6 0,023 -2,84 -0,75
CG5325 159 0,01 21 0,01 -16,85* -2,29
UQCRX 133 0,048 53 0,051 -28,11* -1,85

Porin 96 0,034 22 0,036 -4,92 -1,04

Wings Up 634 0,025 75 0,026 -23,42%* -1,86
Elp 62 0,079 24 0,089 -5,28 -0,46

*P< 0,05 considerando-se a significincia corrigida para Bonferroni ( equivalente a P< 0,008) *.
N = niimero de sequéncias utilizadas para a analise

O alinhamento das sequéncias obtidas para a regido amplificada do gene
Cyclophylin das trés espécies de Anastrepha do grupo fraterculus revelou a presenca
de alguns cédons de terminagdo e de alguns indels que mudam a fase da leitura (Figura
5). Tais resultados sugerem a possibilidade desta regido amplificada corresponder a um
pseudogene, que sdo regides do genoma que apresentam sequéncia similar ao gene
funcional, por terem se originado de duplicacdes recentes destes genes, porém com
algumas mudancas de nucleotideos que impedem sua expressdo. Os pseudogenes
seguem em geral um modelo de evolucdo neutra, porque na grande maioria das vezes
qualquer nova mutacdo nestes genes € determinada por deriva genética sob a hipétese

de mutacdo neutra (Li et al., 1981).
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Figura 5 — Sequenciamento do gene Cyclophylin exemplificando a presenga de cédon de terminacédo nas
sequéncias de A. sororcula (abaixo) e indel nas sequéncias de A. fraterculus (acima).
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Analisamos também o nimero de sitios polimoérficos existentes nas espécies e
entre as espécies, comparando em A. fraterculus e A. obliqua (Tabela 9); A. obliqua e
A. sororcula (Tabela 10) e A. fraterculus e A.sororcula (Tabelall), o nimero de
polimorfismos especificos para cada espécie, comum a ambas ou fixados entre as
mesmas.

A comparacdo entre A. fraterculus e A. obliqua revelou que a média de sitios

polimérficos exclusivos para cada uma, respectivamente, foi de 12 e 15 sitios. O
locus que apresentou o maior nimero de sitios poliméficos compartilhados entre as
espécies foi o pseudogene Cyclophylin com 33 sitios compartilhados, sendo que nao
observamos a presenca de sitios polimoérficos fixados (Tabela 9).

Quando comparamos A. obliqua e A. sororcula tivemos como resultado uma
média de sitios polimdficos exclusivos para cada uma das espécies, respectivamente, de
17 e oito sitios. Observamos na regido amplificada pelo primer Porin 8 sitios
polimorficos compartilhados entre as espécies, e este foi o locus que apresentou 0 maior
valor nesta comparagcdo. O gene CG7009 apresentou 11 sitios poliméficos fixados,
sendo este o maior valor dentre as trés comparagdes feitas para este tipo de substitui¢ao
(Tabela 10).

A comparacdo entre as espécies A. fraterculus e A. sororcula nos mostrou,
respectivamente, uma média de 16 e 11 sitios polimérficos que ocorrem exclusivamente
para cada uma das espécies. O locus que apresentou o maior nimero de sitios
polimérficos compartilhados entre as espécies foi o UQCRX e os genes CG7009,
TCTP e Cyclophylin apresentaram sitios polimdrficos fixados, respectivamente, sete,
uma e cinco substituicdes (Tabela 11).

Estes dados em conjunto sugerem uma maior proximidade evolutiva entre
A.fraterculus e A. obliqua, revelada pela auséncia de polimorfismos especificos para
espécie que distinguam tais espécies e uma maior presenca de polimorfismos
compartilhados. Por outro lado, A. sororcula apresentou diferengas fixadas com as
outras duas espécies para trés genes (CG7009, TCTP e Cyclophylin). Estes resultados
devem ser considerados cuidadosamente, uma vez que também podem ser reflexo da
amostragem geogréfica de A. sororcula ser bem mais circunscrita do que a das outras
duas espécies, o que facilita o encontro de polimorfismos que embora fixados na regidao

amostrada ndo o seriam no resto da distribui¢do ndo amostrada da espécie. Deve-se
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ressaltar ainda a possibilidade de A. fraterculus apresentar espécies cripticas que podem

ter sido aqui amostradas e consideradas como uma tnica espécie.

Tabela 9 — Sitios segregantes encontrados nas espécies e entre espécies por locus comparando
A. fraterculus e A. obliqua.

A. fraterculus (1) x A.obliqua (2)

Locus Polimérfico Polimérfico Polimérfico para Diferencas
para (1) para (2) ambas as espécies fixadas

CG7009 15 14 2 0
CG7203 15 24 4 0
CG8064 13 10 4 0
CG5325 7 16 6 0
Elp 14 5 6 0
MLC 14 15 3 0
Porin 6 9 2 0
Troponin C 7 6 1 0
TCTP 18 10 2 0
Wings Up 4 17 1 0
UQCRX 19 32 9 0
Cyclophylin 12 14 13 0

Tabela 10 - Sitios segregantes encontrados nas espécies e entre espécies por locus comparando
A. obliqua e A. sororcula.

A. obliqua(2)x A.sororcula(3)

Locus Polimdrfico Polimdrfico Polimdrfico para Diferencas
para (2) para (3) ambas as espécies fixadas

CG7009 14 13 2 11
CG7203 23 9 5 0
CG8064 13 13 1 0
CG5325 20 8 2 0
Elp 20 6 2 0
MLC 16 13 2 0
Porin 3 10 8 0
Troponin C 7 3 0 0
TCTP 12 10 0 2
Wings Up 16 5 2 0
UQCRX 33 5 7 0
Cyclophylin 26 12 1 3
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Tabela 11 - Sitios segregantes encontrados nas espécies e entre espécies por locus comparando
A. fraterculus e A. sororcula.

A. fraterculus(1) x A. sororcula(3)

Locus Polimdfico Polimdrfico Polimdrfico para Diferencas
para (1) para (3) ambas as espécies fixadas

CG7009 16 14 1 7
CG7203 17 12 2 0
CG8064 16 13 1 0
CG5325 12 10 1 0
Elp 19 3 1 0
MLC 15 13 2 0
Porin 7 17 1 0
Troponin C 8 3 0 0
TCTP 20 10 0 1
Wings Up 13 17 3 0
UQCRX 25 9 4 0
Cyclophylin 24 12 1 5

4.2 - Analises das redes de haplotipos

As redes de haplétipos inferidas no TCS 1.21 (Clemente et al., 2000) para cada
uma das regides génicas (Figura 6 a Figural7) nao foram significativamente diferentes
das arvores filogenéticas de méxima verossimilhanca inferidas no PHYML v. 3.0
(dados nao apresentados) também feitas para cada um dos 12 genes. A relacdo entre
os haplétipos estimada pelo programa TCS € feita através dos métodos de parcimdnia
estatistica, que considera a distancia entre os haplétipos e os limites da parcimoOnia para
criar redes que conectam haplétipos de forma a minimizar a matriz de distancia. Para
esta analise, € relevante considerar que o padrdo normalmente esperado em regides que
estdo evoluindo neutramente de acordo com a coalescéncia, € que mutagdes mais
antigas tendem a estar presentes em mais cdpias na populacdo, e consequentemente
mais internas na rede de haplotipos, enquanto mutagdes mais novas tendem a estar mais
no extremo da rede (Castelloe & Templeton, 1994).

Nas redes geradas pelo programa TCS os haplétipos sdo representados por
elipses, sendo que o tamanho das elipses é proporcional ao nimero de individuos
encontrados para cada hapldtipo. Os circulos menores, que ligam os haplétipos

identificados, correspondem aos haplétipos inferidos ndo amostrados e sdo classificados
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como intermedidrios, e os hapldtipos representados por retangulos correspondem aos
haplétipos ancestrais inferidos por coalescéncia.

As redes haplotipicas de cada gene revelam que ndo conseguimos separar as
espécies A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula para a grande maioria das regides
génicas amplificadas neste trabalho. Dos 12 genes para os quais foram feitas as redes de
haplétipos (Figura 6 a Figura 17), cinco deles, CG7009 (Figura 6), CG8064 (Figura
8), Elp (Figura 10), TCTP (Figura 13) e Cyclophylin (Figura 17), apresentaram uma
separacdo dos haplétipos de A.sororcula dos outros dois haplétipos, de A. fraterculus e
A. obliqua. Além disso, as redes feitas utilizando os genes CG8064 (Figura 8), Elp
(Figural0), TCTP (Figura 13) e Cyclophylin (Figura 17) mostram, inclusive, um
agrupamento dos haplétipos de A. fraterculus e A. obliqua, sendo que, observamos uma
separa¢do com muitos passos mutacionais dos haplotipos agrupados para a rede do gene
Cyclophylin (Figura 17). Dessas redes, nas quais houve algum agrupamento dos
haplétipos das espécies, a maioria apresentou uma propor¢do grande de mutagdes nao-
sindbnimas, com exce¢do do gene Elp que mostrou uma quantidade maior de mutacdes
sindbnimas quando comparadas com as muta¢des nao-sindnimas.

Dentre as cinco redes de haplétipos que separaram A. sororcula das outras duas
espécies do género Anastrepha, a redes feitas com as sequéncias dos genes CG7009
(Figura 6) e Cyclophylin (Figura 17) foram as que separaram de forma mais clara
aquela espécie, mostrando que os haplétipos de A. sororcula, nestas redes, encontram-se
separados, respectivamente por, nove e mais de dez passos mutacionais dos outros
haplétipos. E importante observar que todas as nove mutacdes que levam 2 separacio
dos haplétipos de A. sororcula, na rede feita com as sequéncias do gene CG7009
(Figura 6) sao sindnimas. A auséncia de polimorfimos especificos de espécie para os
outros genes € facilmente visualizada na maioria das arvores de haplétipos inferidas. As
conexdes entre os hapldtipos de A. sororcula no gene CG7009 e entre os haplétipos das
trés espécies de Anastrepha do grupo fraterculus no gene Cyclophylin violam os
limites da parcimdnia que sdo premissa para a utilizacdo do TCS, mas para efeito de
visualizagdo mudamos o limite da parcimonia, de forma que os haplétipos nas duas

redes ficassem conectados.

Uma grande parte das redes de hapldtipos apresentou diversas muta¢des nao-
sindnimas, principalmente para as redes feitas para os genes CG7009 (Figura 6),

CG8064 (Figura 8), CG5325 (Figura 9), TCTP (Figura 13), UQCRX (Figura 15) ¢

32



Resultados e Discussao

Wings up (Figura 16), onde houve um predominio das mutagdes que levam a mudanga
de aminodcidos sobre as mutagdes sindnimas, que nao levam a mudanca de aminodcido,
com excecdo do CG7009, que apesar uma grande quantidade de mutacdes que levam a
mudanca de aminodcido, estas ndo superou a quantidade de mutagdes sindnimas.
Desconsideramos aqui as mudancas em Cyclophylin (Figura 17) uma vez que

consideramos este como um pseudogene.

E importante ressaltar que a separacio de A. sororcula na rede haplotipica feita
com as sequéncias do CG7009 indica que isso pode ser reflexo de seu papel na
diferenciacdo. No entanto, considerando-se que apenas mudangas sinOnimas foram
encontradas no ramo que separa as espécies pode ser também considerar que a mudanga
esteja proxima deste gene e a diferenciagdo aqui teria ocorrido por carona (hitchhiking)
ou mesmo que esta diferenciacdo seja apenas um reflexo da estocasticidade do processo
evolutivo, em que algumas regides do genoma levam tempos diferentes para coalescer.
Apenas estudos mais detalhados desta regido permitirdo uma melhor resposta a esta

questao.

Considerando que ao menos para A. fraterculus ha evidéncias de espécies
cripticas e que a determinacdo de espécies neste grupo € sempre um processo nao
trivial, pode ser que uma parcela da diferenciacao encontrada reflita de fato segregacdes
encontradas na natureza. Apenas um estudo mais aprofundado com coletas adequadas e

andlises filogeograficas nos permitiria investigar de fato esta hipétese.

Outras regides estudadas para este grupo de espécies apresentaram
caracteristicas similares. Dados mitocondriais (Smith-Caldas er al., 2001) e dados
obtidos no laboratério para genes coridnicos e vitelinicos (Gongalves, 2010) e dos genes
doublesex e fruitless (Sobrinho Jr., 2009) também revelaram em geral uma auséncia de
marcadores especificos de espécie para este grupo. Este padrao pode ser indicacdo de
uma divergéncia recente entre as espécies do grupo fraterculus aqui estudadas, ou pode
refletir existéncia ainda de fluxo génico na natureza ou mesmo um problema maior
taxondmico na identificacdo de espécies do grupo. Estas questdes serdo discutidas com

os resultados das outras analises realizadas neste trabalho nos itens abaixo.
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Figura 6 - Rede de haplétipos da regido CG7009 indicando as relacdes filogenéticas entre as 20 amostras
de A. fraterculus (frat), 20 amostras de A. obliqua (obl) e 20 de A. sororcula (sor). Os circulos vazios
correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.21. Os haplétipos de A. sororcula estdo
conectados ao resto da drvore embora esteja acima dos limites da parcimonia, que neste caso é de nove
passos mutacionais.
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Figura 7-Rede de haplétipos da regido CG7203 indicando as relagdes filogenéticas entre as 20 amostras
de A. fraterculus (frat), 20 amostras de A. obliqua (obl) e 20 de A. sororcula (sor). Os circulos vazios
correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.21.
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Figura 8 -Rede de haplétipos da regido CG8064 indicando as relagdes filogenéticas entre as 20 amostras
de A. fraterculus (frat), 20 amostras de A. obliqua (obl) e 20 de A. sororcula (sor). Os circulos vazios
correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.21.
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Figura 9 - Rede de haplétipos da regido CG5325 indicando as relacdes filogenéticas entre as 20 amostras
de A. fraterculus (frat), 15 amostras de A. obliqua (obl) e nove de A. sororcula (sor). Os circulos vazios
correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.2.
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Figura 10 - Rede de haplétipos da regido Elongation Protein indicando as relagdes filogenéticas entre as
17 amostras de A. fraterculus (frat), 19 amostras de A. obliqua (obl) e 15 de A. sororcula (sor). Os
circulos vazios correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.2.
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— Mutagdes nio sindnimas
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Figura 11 - Rede de haplétipos da regido MLC indicando as relagdes filogenéticas entre as 20 amostras
de A. fraterculus (frat), 20 amostras de A. obliqua (obl) e 20 de A. sororcula (sor). Os circulos vazios
correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.2.
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Figura 12 - Rede de haplétipos da regido Porin indicando as relacdes filogenéticas entre as 20 amostras
de A. fraterculus (frat), 19 amostras de A. obliqua (obl) e 20 de A. sororcula (sor). Os circulos vazios
correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.2.

sor_20 == Lo2G2T sor_1 L2050 T-57- sor_4

‘ Tonc 35T T186-C
N

-318-C

ohl_5

Mutagdes nio sindnimas

Mutagdes sindmmas

Figura 13-Rede de haplétipos da regido TCTP indicando as relacdes filogenéticas entre as 19 amostras
de A. fraterculus (frat), 19 amostras de A. obliqua (obl) e 20 de A. sororcula (sor). Os circulos vazios
correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.2.
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hutagdes nio sindnimas

Mutagdes sindnimas

Figura 14-Rede de haplétipos da regido Troponin C indicando as relagdes filogenéticas entre as 20
amostras de A. fraterculus (frat), 20 amostras de A. obliqua (obl) e 20 de A. sororcula (sor). Os circulos
vazios correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.2.
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Mutagdes sindmnimas

Figura 15-Rede de haplétipos da regido UQCRX indicando as relagdes filogenéticas entre as amostras
18 de A. fraterculus (frat), 13 amostras de A. obliqua (obl) e 19 de A. sororcula (sor). Os circulos vazios
correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.2.

— Wutacdes ndo sindnimas

Mutagdes sindnimas

Figura 16-Rede de haplétipos da regido Wings Up indicando as relagdes filogenéticas entre as 13
amostras de A. fraterculus (frat), 16 amostras de A. obliqua (obl) e quatro de A. sororcula (sor). Os
circulos vazios correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.2.
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Figura 17-Rede de haplétipos da regido Cyclophylin indicando as relagdes filogenéticas entre as 18
amostras de A. fraterculus (frat), dez amostras de A.obliqua (obl) e 21 de A. sororcula (sor). Os circulos
vazios correspondem a haplétipos inferidos pelo programa TCS 1.2. Os haplétipos de A. sororcula, A.
fraterculus e A. obliqua estdo conectados ao resto da darvore embora esteja acima dos limites da
parcimOnia, que neste caso € de mais de dez passos mutacionais.
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4.3 - Testes de selecao.

Para investigar padrdes de selec@o positiva que poderiam estar agindo nos genes

aqui estudados, escolhemos aleatoriamente duas sequéncias de cada uma das espécies e

as contrastamos com sequéncias de Tephritidae do género Rhagoletis (quando

disponivel) e algumas espécies que representam uma parcela da diversidade de

Drosophila. As arvores filogenéticas por méxima verossimilhanga geradas pelo

programa PhyML v. 3.0, para cada regiao génica (Figuras 18 a 28), evidenciam os

ramos foreground e background contrastados na andlise. Para este tipo de andlise de

dados macroevolutivos sdo considerados para o teste de heterogeneidade os valores de

o entre ramos e cédons.
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Figura 18- Arvore filogenética, inferida por maxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
K80, mostrando as relagdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos
Drosophila willistoni (XP 002072331), D. melanogaster (NP 650947), D. grimshawi (XP 001995863), D.
mojavensis (XP 001999852) e D. virilis (XP 002054908) para um fragmento do gene CG7009. Os dados

das espécies de Drososphila foram obtidos do GenBank. frat. (A. fraterculus); obl (A.obliqua); sor

(A.sororcula). Teste de selecdo se mostrou significativo para o Relaxed Branch-site Test.
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Figura 19- Arvore filogenética, inferida por mdxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
HKY85, mostrando as relagdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos
Rhagoletis pomonella (EZ 127868), Drosophila willistoni (XP 002066731), D. melanogaster (NP 609143),
D. grimshawi (XP 001993182), D. mojavensis (XP 002001922) e D. virilis (XP 002059236) para um
fragmento do gene CG7203. Os dados das espécies de Drosophila e de R. pomonella foram obtidos do
GenBank. frat. (A. fraterculus); obl (A. obliqua); sor (A. sorocula). Teste de selecdo se mostrou
significativo para o Strict Branch-site Test.
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Figura 20- Arvore filogenética, inferida por mdxima verosimilhanga, utilizando o modelo evolutivo K80,
mostrando as relacdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos Drosophila
willistoni (XP 002072312), D. melanogaster (NP 650705), D. grimshawi (XP 001996274), D. mojavensis (XP
001999395) e D. virilis (XP 002054614) para um fragmento do gene CG8064. Os dados das espécies de
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Drosophila foram obtidos do GenBank. frat. (A. fraterculus); obl (A. obliqua); sor (A. sorocula). Teste de
selecdo se mostrou significativo para o Relaxed Branch-site Test e para o Strict Branch-site Test.
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Figura 21- Arvore filogenética, inferida por mdxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
HKY8S5, mostrando as relacdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos
Drosophila willistoni (XP 002069226), D. melanogaster (NP 723722), D. grimshawi (XP 001989171), D.
mojavensis (XP 002001840) e D. virilis (XP 002052621) para um fragmento do gene CG5325. Os dados das
espécies de Drosophila foram obtidos do GenBank. frat. (A. fraterculus); obl (A. obliqua); sor (A.
sorocula). Nao foi significativo para nenhum contraste.
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Figura 22- Arvore filogenética, inferida por mdxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
K80, mostrando as relagdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos
Drosophila willistoni (XP 002066814), D. melanogaster (NP 608834), D. grimshawi (XP 001989312), D.
mojavensis (XP 002003521) e D. virilis (XP 002052755) para um fragmento do gene Elongation Protein.
Os dados das espécies de Drosophila e de R,. pomonella foram obtidos do GenBank. frat. (A. fraterculus);
obl (A. obliqua); sor (A. sorocula). Nao foi significativo para nenhum contraste.
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Figura 23- Arvore filogenética, inferida por maxima verossimilha, utilizando o modelo evolutivo TN93,
mostrando as relagdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos Rhagoletis
pomonella (EZ 137400), Drosophila willistoni (XP 002071798), D. melanogaster (NP 511049), D. grimshawi
(XP 001992735), D. mojavensis (XP 002010859) e D. virilis (XP 002057174) para um fragmento do gene
MLC. Os dados das espécies de Drosophila e de R. pomonella foram obtidos do GenBank. frat. (A.
fraterculus); obl (A. obliqua); sor (A. sorocula). Teste de selecao se mostrou significativo para o Relaxed
Branch-site Test e para o Strict Branch-site Test.
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Figura 24- Arvore filogenética, inferida por mdxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
K80, mostrando as relacdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos
Rhagoletis pomonella (EZ 124459), Drosophila willistoni (XP 002064648), D. melanogaster (NP 476813),
D. grimshawi (XP 001993004), D. mojavensis (XP 002003241) e D. virilis (XP 002052597) para um
fragmento do gene Porin. Os dados das espécies de Drosophila e de R. pomonella foram obtidos do
GenBank. frat. (A. fraterculus); obl (A. obliqua); sor (A. sorocula). Nao foi significativo para nenhum
contrast
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Figura 25- Arvore filogenética, inferida por mdxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
K80, mostrando as relagdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos
Rhagoletis pomonella (EZ 139567), Drosophila willistoni (XP 002073380), D. melanogaster (NP 650048), D.
grimshawi (XP 001986483), D. mojavensis (XP 001998386) e D. virilis (XP002050135) para um fragmento
do gene TCTP. Os dados das espécies de Drosophila e de R. pomonella foram obtidos do GenBank. frat.
(A. fraterculus); obl (A. obliqua); sor (A. sorocula). Nio foi significativo para nenhum contraste.
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Figura 26- Arvore filogenética, inferida por maxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
K80, mostrando as relagdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos
Rhagoletis pomonella (EZ 140549), Drosophila willistoni (XP 002075414), D. melanogaster (NP 524122), D.
grimshawi (XP 001987472), D. mojavensis (XP 002007253) e D. virilis (XP 002046615) para um fragmento
do gene Troponin C. Os dados das espécies de Drosophila foram obtidos do GenBank. frat. (A.
fraterculus); obl (A. obliqua); sor (A. sorocula). Nao foi significativo para nenhum contraste.
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Figura 27- Arvore filogenética, inferida por maxima verossimilhanga, utilizando o modelo evolutivo
TN93, mostrando as relacdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos
Drosophila willistoni (XP 002065740), D. melanogaster (NP 648905), D. grimshawi (XP 001983443), D.
mojavensis (XP 002012225) e D. virilis ( XP 002046263) para um fragmento do gene UQCRX. Os dados
das espécies de Drosophila foram obtidos do GenBank. frat. (A. fraterculus); obl (A. obliqua); sor (A.

sorocula). Nao foi significativo para nenhum contraste.
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Figura 28- Arvore filogenética, inferida por maxima verossimilhanca, utilizando o modelo evolutivo
TN93, mostrando as relagdes de parentesco entre moscas do grupo fraterculus e grupos externos
Rhagoletis pomonella (EZ 138366), Drosophila willistoni (XP 002071860), D. melanogaster (NP 728141),
D. grimshawi (XP 001991571), D. mojavensis (XP 002010813) e D.virilis (XP 002046177) para um
fragmento do gene Wings Up. Os dados das espécies de Drosophila e de R. pomonella foram obtidos do
GenBank. frat. (A. fraterculus); obl (A. obliqua); sor (A. sorocula). Nao foi significativo para nenhum
contraste.
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Através das andlises feitas pelo PAML (Yang 2007) investigamos, pelo contraste
da razdo das taxas de substituicdes ndo-sindnimas por sinonimas (®) (Yang et al. 2005;
Zhang et al.2005) a presenca de selecdo positiva nas regides génicas amplificadas neste
trabalho, com excecdo do pseudogene Cyclophylin, uma vez que este teste apenas pode
ser feito em regides codificadoras. Os parametros dos modelos nulos M1a e MA restrito
e do modelo alternativo MA estdo apresentados na Tabela 12. O teste que contrasta os
modelos M1A-MA (Relaxed Branch-site Test) rejeitou o modelo nulo de restricao
seletiva (0 < @ <1) para os genes MLC, CG8064, ¢ CG7009 indicando que os ramos
background e foreground divergiram nesta regido por meio de uma restricdo seletiva
mais branda ou por sele¢do positiva (Tabela 13). Para discriminar as duas hipéteses,
contrastamos os modelos MA restrito e MA (Strict Branch-site Test), para cada um dos
genes. Para os genes MLC e CG8064 (Tabela 13) rejeitamos os contrastes do modelo
nulo, e a partir destes resultados podemos inferir que, provavelmente, estes genes
evoluiram por meio de uma selecdo positiva. Entretanto, o contraste do modelo nulo ndo
foi rejeitado para o gene CG7009 (Tabela 13) nos mostrando que este gene parece estar
evoluindo por meio de uma restri¢do seletiva mais branda.

Para o gene CG7203 (Tabela 13) ndo rejeitamos o contraste do modelo nulo
para o primeiro teste (Relaxed Branch-site Test), no entanto, conseguimos rejeita-lo
para o segundo teste (Strict Branch-site Test). Como em teoria o primeiro teste seria o
mais abrangente, como ele ndo rejeitou o contraste do modelo nulo, consideramos que
esta regido génica analisada ndo poderia estar evoluindo por sele¢do positiva, embora
ndo entendamos em que situagdes o teste mais estrito daria desvios significativos de
neutralidade quanto o primeiro ndo o tenha feito.

Por meio da andlise Bayesiana, Bayes Empirical Bayes (BEB), estimamos, para
cada regido génica, sitios com probabilidade superior a 0,95 ou 0,99 de possuirem w >
1, sendo que, para o gene MLC foi estimado um sitio, um sitio para a regido do gene
CG7203, um sitio para o gene CG7009, todos com probabilidade maior que 95% de
apresentarem selecdo positiva e sete sitios para o CG8064, em que alguns apresentaram
probabilidade maior que 95% e outros uma probabilidade maior que 99% de possuirem
selecdo positiva (Tabela 13). Para as outras regides génicas amplificadas ndo
conseguimos rejeitar nenhum dos contrastes (Tabela 13).

Para os genes nos quais detectamos selecdo positiva, observamos um grande
nimero de mutagdes ndo-sindnimas, mas nao foram os tinicos para os quais houve uma
maior propor¢do de mutacdes ndo silentes com relacdo as mutagdes sindnimas. Nestes
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casos, em geral, mas mutacdes ndo-sindnimas estdo mais distribuidas nas partes
externas das redes de haplétipos (tips) do que nos interiores, 0 que € sugestdo destas
mudancas serem mais recentes do que as sindnimas (Castelloe & Templeton, 1994).
Para as regides com sinal de sele¢do positiva vimos também que estas apresentavam os
maiores valores para o Teste de Fs de Fu feito para cada locus com as trés espécies do

género Anastrepha juntas.
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Tabela 12a—Parametros estimados e valores de logaritmo da maxima verossimilhancga (LNL)
para os modelos M1a, MA e MA restrito nos dados macroevolutivos.

Modelo Parametros LNL
(Log likehood)
CG7009 MI1A po=0,978 p;=0,022 -1449,915
o = 0,045 w1 = 1,000
MA Po =0,867 p; =0,014 (pz+p3) =0,119 -1444,684
oo = 0,044 ,=42,57
MA restrito po= 0,85 p;=0,014 (po+p3)=0,134 -1445,099
o = 0,042  ®,=1,000
CG7203 MI1A Po=0,567 p;=0432 -1855,649
o = 0,042 .= 1,000
MA Po=0,663 p;=0,155 (p2+ps)=0,181 -1853,147
wo =0,106 m,= 183,678
MA restrito Po=0,519 p;=0,380 (p2+ps) =0,099 -1855,158
o =0,036  w,=1,000
CG5325 MI1A po=0,704 p;=0,295 -1221,514
o = 0,042 ®; =1,000
MA po= 0,604 p;=0,260 (po+ps)=0,134 -1220,669
o =0,037 = 1,000
MA restrito po= 0,604 p;=0,260 (p2+p3) = 0,134 -1220,669
o = 0,037  ®,=1,000
CG8064 MI1A pPo=0,915 p;= 0,085 -1549,872
o =0,031 ®; =1,000
MA Po=0,748 p1=0,065 (p2+pz)=0,186 -1537,105
wo = 0,031 w,= 3,202
MA restrito po= 0,736 p1=0,066 (p2+p3)=0,197 -1538,499
o =0,029  w,=1,000
MLC MI1A po= 0,990 p;=0,009 -908,051
o =0,004 o, =1,000
MA po =0,981 p1=0 (p2+p3) = 0,018 -900,917
0o = 0,003 W= 16,104
MA restrito Po=0975 p;=0 (pz+p3)=0,025 -902,466
mo = 0,002 .= 1,000
Porin MI1A Po= 0,99999 p; =0,00001 -1217,381
o =0,009  ®; =1,000
MA Po=0 p1=0 (pztps)=1,000 -1216,846
o =0,011 2= 999,000
MA restrito Po=0 pi1=0 (p2+p3) = 1.000 -1216,869
o = 0,011 .= 1,000

Lnl = logaritmo da maxima verossimilhanca; w0 = valores de dN/dS para sitios com 0 < w < 1;

w; = valores de dN/dS fixados a 1; w, = valores de dN/dS para sitios w >1 e correspondem apenas aos sitios no ramo

foreground.
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Tabela 12b —Parametros estimados e valores de logaritmo da maxima verossimilhanga (LNL)
para os modelos M1a, MA e MA restrito nos dados macroevolutivos.

Modelo Parametros LNL
(Log likehood)
Elp MI1A Po=0979  p;=0,020 -1070,543
o = 0.010 ®;=1,000
MA Po=0,905 p;=0,018 (pz+p3)=0,076 -1070,072
o = 0,008 2= 1,000
MA restrito Po=0,905 p;=0,018 (pp+p3) =0,076 -1070,072
o = 0,008 2= 1,000
Troponin C MI1A Po=0957 p;=0,043 -416,661
W = 0 w1= 1,000
MA Po=0,879  p1=0,039 (p2+ps)=0,081 -416,661
Mo = 0 0= 1,252
MA restrito po= 0,876  pi= 0,039 (p2+ps) = 0,084 -416,661
Mo = 0 W= 1,000
UQCRX MI1A pPo= 0,99999 p1 =0,00001 -564,245
o = 0,080 ®; =1,000
MA Po = 0,494 p1=0,066 (po+p3) =0,439 -562,604
o = 0,049 2= 1,000
MA restrito Po=0,494  p;=0,066 (pz+p3)=0,439 -562,604
o =0,049  ®,=1,000
Wings Up MI1A Po = 0,837 p1=0,162 -766,105
o =0,010 o, =1,000
MA po= 0,837 p1=0,162 (pz+pz)= 0 -766,105
o = 0,010 w,= 1,000
MA restrito po= 0837 p1=0,162 (pa+p3)=0 -766,105
o = 0,010 w,= 1,000
TCTP MI1A po= 0,934  p;= 0,065 -1779,409
o =0,043 ®; =1,000
MA po = 0,831 p1=0,065 (pa+p3) =0,111 -1779,409
o =0,043  ®,=1,000
MA restrito po= 0,933 p1=0,065 (p+p3z) = 0,002 -1779,409
o =0,043  ®,=1,000

Lnl = logaritmo da maxima verossimilhanca; w0 = valores de dN/dS para sitios com 0 < w < 1;
w; = valores de dN/dS fixados a 1; w, = valores de dN/dS para sitios w >1 e correspondem apenas aos sitios no ramo

foreground.
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Tabela 13 — Contraste dos modelos M1a, MA restrito e MA por LRT nos dados
macroevolutivos.

Contraste LTR Sitios com selecio Positiva
CG7009 MAXMI1A 10,463* 54°
MAxMAnull 0,831
CG7203 MAxM1A 5,00 22°
MAxXxMAnull 4,02*
CG5325 MAxM1A 1,69 -
MAxMAnull 0
CG8064 MAxMI1A 25,534 64°, 65°°, 67°,75°, 89°, 100°, 106°
MAxMAnull 2,79%*
MLC MAxM1A 14,268* 47°
MAxMAnull 3,098
Porin MAxM1A 1,07 -
MAXxMAnull 0,047
Elp MAxMI1A 0,941 -
MAXMAnull 0
Troponin C MAxXMI1A 0 -
MAxMAnull 0
UQCRX MAxMI1A 3,281 -
MAXMAnull 0
Wings Up MAxM1A 0 -
MAxMAnull 0
TCTP MAxM1A 0,047 -
MAXMAnull 0

LTR ( log-likelihood ratio test)

Relaxed Branch-site test  p <0,01%; p<10% **

Strict Branch-site test (valores criticos) 2.71 (alfa = 0.05)*; 5.41 (alfa=0.01)%**

® se a probabilidade for posterior a 95%, e **se a probabilidade for posterior a 99%.

4.4 — Analises de Isolamento e Fluxo génico

Padrdes historicos de isolamento populacional e fluxo génico foram investigados
através do programa IMa2. A investigacdo da separacdo entre trés ou mais espécies no
IMa2 requer uma topologia da arvore filogenética das espécies sendo investigadas. As
trés topologias possiveis entre A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula foram
consideradas para andlises distintas no IMa2 para fornecer estimativas de maéxima

verossimilhan¢a do tamanho populacional, tempo de divergéncia (1= tu;) e taxas de
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mutacdo (u) e migracdo (m,.q,/ 2) (Tabelas 14 e 15). A média da taxa de mutagdo
obtida no IMa 2 e utilizada nos calculos foi 0,0000007891.

As Figuras 29, 30 e 31 mostram os resultados obtidos pelas andlises do
programa IMa2 para os trés modelos de arvore utilizando as trés espécies de moscas das
frutas do grupo fraterculus nas quais, respectivamente, as espécies A. fraterculus, A.
obliqua e A. sororcula foram consideradas como sendo a espécie mais distante das outra
duas em cada modelo.

Podemos observar que os valores de tamanho populacional das trés espécies e
tempo de divergéncia sdo bem préximos para os trés modelos de arvore utilizando as
trés espécies juntas. Os valores de migragdo por geracdo apresentaram-se baixos na
maior parte das vezes, com excecdo das migracdes de A. fraterculus para A. obliqua nos
dois primeiros modelos e de A. sororcula para A. obliqua no Gltimo modelo com as trés
espécies juntas. Esses resultados nos mostram que nos trés modelos sempre ocorre uma
migracdo significativa entre uma das espécies proximas na drvore com a espécie que
este mais separada. Indicando que talvez esse ndo seja o melhor modelo de drvore para
estas espécies. No entanto, apesar de termos obtido para os modelos analisados baixos
valores de ESS (Effective Sample Size), desses trés modelos, o que apresentou 0s maiores
valores de ESS foi o com A. sororcula mais separada das outras duas. Os valores de ¢
quando analisados com os do teste de Fs de Fu (Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8) corroboram a
hipétese de que essas espécies estdo, possivelmente, em expansdo populacional.

/ 2 = (L0025
R ——
A. serorcula 4""/ A. obligua A. fraterculus

Figura 29 — Resultados obtidos pelo programa IMa2 para o modelo de drvore onde A. fraterculus se
encontra mais separada de A. obliqua e A. sororcula.
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 — R —

A. sororeula A. fraterculus A. obliqua

Figura 30 — Resultados obtidos pelo programa IMa2 para o modelo de drvore onde A. obliqua se
encontra mais separada de A. fraterculus e A. sororcula.

mi=2=017

% m2=1 = 0.08 \

A. obligua A, fraterculus

Figura 31 — Resultados obtidos pelo programa IMa2 para o modelo de drvore onde A. sororcula se
encontra mais separada de A. fraterculus e A. obliqua.
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Uma vez que os graus de liberdade para cédlculo concomitante de theta, tamanho
efetivo e tempo de divergéncia no IMa2 quando temos mais de duas populacdes
aumenta sobremaneira, realizamos estas estimativas também par-a-par buscando
contrastar os valores obtidos nestas estimativas distintas. As Figuras 32, 33 ¢ 34
mostram, respectivamente, os resultados das andlises feitas com A. fraterculus e A.
obliqua; A. obliqua e A. sororcula e A. fraterculus e A. sororcula. Os valores de
tamanho populacional, tempo de divergéncia (¢= fu;) e migracdo (m,.q,/ 2) (Tabelas 14
e 15) foram feitos considerando-se a média da taxa de mutagdo por ano por regido de
0,0000007891, que é a média harmdnica dos valores individuais calculados para cada
um dos genes aqui estudados. Nas andlises par a par os valores de tempo de divergéncia
e tamanho populacional foram préximos para os trés modelos, no entanto, foram, no
geral, mais elevados que os resultados obtidos nas andlises utilizando as trés espécies
juntas. E interessante contrastar os valores de migracio por geracdo estimados para
modelos com trés espécies e espécies par-a-par. Enquanto as estimativas foram baixas
para todos os modelos par-a-par (valores de M em geral inferiores a 0.25), algumas das
estimativas no modelo com o trio de espécies apresentou valores altos (mesmo M=
2.25), revelando fluxo génico relevante e talvez suficiente para, em modelos na auséncia
de selecdo, impedir a diferenciacdo. No entanto, em todos estes casos, os valores
significativos de M coincidem com a migracao entre o grupo externo e uma das espécies
do grupo interno. Por exemplo, no modelo 1, M=1,19 entre A. fraterculus (externa) e A.
obliqua. No modelo 2, M=2,25 entre A. obliqua (externa) e A. fraterculus € no modelo
3, M=1,43 entre A. sororcula (externa) e A. obliqua. Embora isso possa ser uma
coincidéncia, ou reflexo de valores ainda baixos de nimero de corridas para estimativas
confidveis de parametros populacionais € muito mais provavel que isso seja reflexo da
inadequacdo dos modelos de arvores para representar o padrao de diversidade nuclear
aqui estimado. Dessa forma, taxas de fluxo génico inferidos podem ser reflexo de
topologias erroneas das arvores trazendo mais divergéncia do que deveria acontecer e
tornando segregacdo de polimorfismos ancestrais em inferéncias de fluxo génico
recorrente. Uma indicacdo desta possibilidade sdo as estimativas par-a-par destes
mesmos parametros, que revelaram valores bem mais baixos de fluxo génico entre as
espécies apesar das estimativas de tamanho efetivo tenham ficado em valores ndo muito
diferenciados. As estimativas de ¢ também sofrem com estas estimativas distintas entre
os modelos com trio ou duo de espécies, uma vez que a diferenciacdo nas estimativas de

trio ocorreu ha aproximadamente o dobro do tempo das estimativas de duo.
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A. obligua A. fraterculus

Figura 32 — Resultados obtidos pelo programa IMa2 para o modelo de drvore com as espécies
A.fraterculus e A. obliqua.

A sororcula A. obligua

Figura 33 — Resultados obtidos pelo programa IMa2 para o modelo de arvore com as espécies A.obliqua
e A. sororcula.
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A. sororcula A. froterculus

=167

’fw

Figura 34 — Resultados obtidos pelo programa IMa2 para o modelo de arvore com as espécies
A.fraterculus e A. sororcula.

Tabela 14 — Tempo de divergéncia (em milhdes de anos) e tamanho efetivo de cada populagio
(em milhdes) para cada modelo de arvore.

t0 t1 Nef (1) Nef (2) Nef (3)
Modelo 1 1,5 1,7 3,7 6,3 1,8
Modelo 2 1,49 4 5,3 4,7 1,4
Modelo 3 1,27 4,3 5,5 5,3 1,7
Modelo 4 2,1 - 4,2 7,5 -
Modelo 5 1,5 - - 3,6 2,4
Modelo 6 2,1 - 6,2 - 2

Modelo 1 - A. fraterculus separada de A. obliqua e A. sororcula.
Modelo 2 - A. obliqua separada de A. fraterculus e A. sororcula.
Modelo 3 - A. sororcula separada de A.obliqua e A. sororcula.
Modelo 4 — A.fraterculus e A. obliqua.

Modelo 5 - A.obliqua e A. sororcula.

Modelo 6 — A.fraterculus e A. sororcula.

Nef (1) — A. fraterculus.

Nef (2) — A. obliqua.

Nef (3) — A.sororcula.
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Tabela 15 — Taxa de migracdo por gene por geracdo, na coalescéncia.

m0>1 m0>2 m1>0 mi1>2 m2>0 m2>1
Modelo 1 0,18 0,01 1,19* 0,40 0,007 0,26
Modelo 2 0,02 0,02 2,25* 0,45 0,005 0,40
Modelo 3 0,02 0,02 0,67 1,43* 0,045 0,21
Modelo 4 0,01 - 0,03 - - -
Modelo 5 0,12 - 0,25 - - -
Modelo 6 0,007 - 0,01 - - -

Modelo 1 - A. fraterculus separada de A. obliqua e A. sororcula.
Modelo 2 - A. obliqua separada de A. fraterculus e A. sororcula.
Modelo 3 - A. sororcula separada de A.obliqua e A. sororcula.
Modelo 4 — A.fraterculus e A. obliqua.

Modelo 5 - A.obliqua e A. sororcula.

Modelo 6 — A.fraterculus e A. sororcula.

*valores significativos.

4.5 — Comparacao das arvores de genes e de espécies.

Utilizamos o programa MS para obtermos 100 arvores simuladas para cada locus
e modelo de arvore de espécie, usando os dados de ¢ e 8 obtidos no programa IMa2 para
estimarmos as distancias entre os ramos para cada modelo. O MS, entdo, nos forneceu
as simulacdes de drvores que transformamos em sequéncias de nucleotideos pelo
programa seq-gen utilizando os modelos evolutivos estimados para aquele locus
especificos. Estas seqiiéncias simuladas foram entdo rodadas no PhyML para gerar as
melhores topologias inferidas por mdxima verossimilhanca para serem usadas no
MESQUITE. Esta estratégia busca gerar uma distribui¢cdo dos valores de coalescéncia
profunda, computada a estocasticidade do processo evolutivo, de acordo com um
determinado padrdo evolutivo, de forma que os valores encontrados nas arvores podem
ser contrastados com estas estimativas para fornecer um teste de adequagdo dos mesmos
aos padrdes evolutivos usados para geral tal distribuicdo. Comparamos os valores de
coalescéncia profunda das arvores simuladas de cada locus para cada um dos modelos
com as arvores de genes “reais” para cada locus, consideramos significativos os valores
de coalescéncia profunda das arvores de genes ‘“reais” que se encaixavam no grafico
que mostra a coalescéncia profunda para cada uma das arvores simuladas, utilizamos
uma significancia de 0,05 e obtivemos poucos valores significativos (Tabela 16).
Apenas os genes TCTP, para a arvore em que A. fraterculus é mais distante das outras

duas espécies e Cyclophylin, em que os valores de coalescéncia profunda se mostraram
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significativos quando comparamos as arvores simuladas com as arvores de genes para
os trés modelos de arvore.

Podemos observar como exemplo, o grifico que mostra os valores de
coalescéncia profunda para as 100 arvores simuladas pelo programa MS, para o gene
Elongation Protein (Figura 35). Neste caso, o valor de coalescéncia profunda obtida
para a arvore de espécie ndo se mostrou significativo quando comparado com os valores
de coalescéncia profunda das drvores simuladas para este gene no modelo de drvore
onde A. obliqua estd mais distante das outras espécies do género Anastrepha. Em
contrapartida, o grafico da Figura 36 mostra o resultado significativo para a
comparacgdo da coalescéncia profunda das arvores simuladas para o gene Cyclophylin
com sua respectiva arvore de genes para o modelo de drvore em que A. obliqua se
encontra mais distante de A. fraterculus e A. sororcula. Na Tabela 16 podemos
observar que os valores de coalescéncia profunda para as arvores simuladas foram em
geral maiores nas andlises utilizando o modelo 1, em que A. fraterculus se encontra

mais separada das outras duas espécies.

Tabela 16 — Dados da mediana da coalescéncia profunda para as arvores simuladas para
cada locus comparadas com a coalescéncia profunda das arvores de genes para cada um dos trés

modelos de 4rvores de espécie.

Locus Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
CG7009 17/55 12/55 13/55
CG7203 18/29 13/20 14/29
CG8064 18/26 14/26 13/26
CG5325 17/41 14/ 41 13/41

Elp 18/32 16/32 15/32
Cyclophylin 18/13* 14/13* 13/13*
TCTP 67/41%* 12/41 13/41
Troponin C 19/71 13/71 14/71
MLC 17/51 13/51 13/51

Porin 17/74 13/74 12/74
UQCRX 19/63 14/63 13/63

Wings Up 17/32 12/32 12/32

Modelo 1 - A. fraterculus separada de A. obliqua e A. sororcula.
Modelo 2 - A. obliqua separada de A. fraterculus e A. sororcula.
Modelo 3 - A. sororcula separada de A.obliqua e A. sororcula.
*valores significativos.
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Figura 35 — Valores de coalescéncia profunda para as drvores simuladas para o gene Elongation Protein
no modelo de arvore onde A. obliqua esta mais separada das outras duas espécies. A seta indica o valor da
coalescéncia profunda da arvore de genes real para este locus. O intervalo de significancia (p=0,05) estd
delimitado entre as linhas vermelhas.
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Figura 36 — Valores de coalescéncia profunda para as drvores simuladas para o gene Cyclo no modelo de
arvore onde A. obliqua estd mais separada das outras duas espécies. A seta indica o valor da coalescéncia
profunda da drvore de genes real para este locus. O intervalo de significancia (p=0,05) estd delimitado
entre as linhas vermelhas.
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As topologias geradas por cada um dos genes individuais podem também ser
utilizadas para avaliar o grau de concordancia entre os sinais destes genes para explicar
os processos evolutivos subjacentes. Dessa forma, consideramos cada gene como
indicador independente do processo evolutivo e buscamos no programa MESQUITE
uma 4arvore de espécies que minimize o numero de coalescéncias profundas
considerando-se todos estes genes em conjunto. A drvore obtida, através da
minimizacdo das coalescéncias profundas, mostrou que A. sororcula se encontra mais

distante das outras duas espécies do género Anastrepha (Figura 37).

E

P [t
—— 0|

Tree: Modified from Tree 1 from search (criterion: minimize
Deep Coalescences Multiple Loci)

Deep coalescence cost: 15 (gene tree 1 inspecies tree Tree 1
from zearch (eriterion: minimize Deep Coalescences Multiple
Loci)

Figura 37 — Arvore de espécies obtida pela minimizagdo da coalescéncia profunda (minimizing deep
coalescence).
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S. Conclusoes

As andlises, no geral, indicam que as trés espécies estudadas sdo realmente
linhagens distintas. As andlises de polimorfismos mostram valores bem altos para as
trés espécies espécies, analisadas juntas e separadamente. No entanto, os valores para os
testes de neutralidade, em geral, ndo foram significativos para a maioria das regioes
génicas amplificadas, com excecao dos valores de Fs de Fu que mostraram significancia
para a maioria dos loci, nos indicando uma provavel expansdo populacional, hip6tese
corroborada pelos valores de theta obtidos nas andlises realizadas pelo programa IMa2.

Ao fazermos as redes de haplétipos para cada gene observamos que a espécie A.
sororcula é a que mais se difere das outras duas espécies e que para alguns genes ocorre
um agrupamento dos haplétipos das mesmas espécies, além disso, o gene CG7009 e
Cyclophylin nos mostraram a presenca de polimorfismos especificos para a espécie A.
sororcula, separando os haplotipos desta espécie dos haplétipos das outras duas.
Considerando-se que o CG7009 nas andlises de selecdo mostrou evidéncias de selecao
positiva, € importante investigd-lo mais a fundo como potencial marcador genético da
espécie A. sororcula. Pelos testes de selecdo detectamos também, a provavel evolugao
por selecao positiva em mais um dos 12 loci analisados.

As andlises do IMa2 utilizando—se do trio de espécies juntas mostrou-se ainda
pouco significativa devido ao fato de termos corrido um nimero reduzido de geragdes.
No entanto, as andlises par a par das espécies mostrou valores altos de ESS (Effective
Sample Size), indicando uma alta mistura dos dados, fazendo com que estes resultados
sejam bem mais significativos.

A andlise de minimizacdo da coalescéncia, feita pelo MESQUITE, indicou A.
sororcula como sendo a espécie mais separada das outras duas. Estes dados sdo
concordantes com a andlise de polimorfismos fixos e compartilhados entre as espécies,
que revelou que A. sororcula apresenta mais polimorfismos fixados do que as outras
duas espécies, que por sua vez apresentam mais polimorfismos compartilhados. No
entanto, a comparacdo das coalescéncias profundas das arvores simuladas para cada
uma das regides amplificadas, nas trés topologias testadas, revelou alta discordancia
mostrando que os modelos testados ndo sdo os mais adequados para explicar os dados
obtidos. Isso pode ter ocorrido pelos valores dos ramos que utilizamos para a constru¢ao
das arvores simuladas estarem sub ou super estimados, mas também pode ser porque o

préprio modelo nao estd considerando todos os processos evolutivos ocorridos. Todas
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as topologias testadas no IMa2 indicaram valores positivos de fluxo gé€nico entre as
espécies. Em alguns casos estes valores de fluxo génico foram acima de 1, valor
considerado suficiente para impedir a diferenciacdo entre linhagens. Contudo, estes
valores foram sempre observados entre a espécie considerada externa e alguma do
grupon interno, o que pode sugerir que topologias dicotdmicas podem nao ser as mais
adequadas para explicar diferenciacdo deste grupo de espécies. Embora os resultados
das andlises par a par das espécies, para os quais obtivemos uma maior confianga por
necessitarem de menores graus de liberdade para inferéncia, mostram baixos valores de
migracdo entre as espécies, ndo podemos rejeitar a existéncia de algum fluxo génico
entre estas espécies na natureza. Apesar de nao termos conhecimento de zonas hibridas
ou hibridos entre estas espécies na natureza, hd evidéncias de formacdo de hibridos
entre estas espécies em laboratério (Henning e Matioli, 2006). Isso pode indicar de fato
que o processo de diferenciacdo das espécies deste grupo ainda seja insipiente e pode
reforcar o papel de certos genes especificos na diferenciacdo destas espécies. Alguns
estudos tém revelado que o genoma pode ser “poroso” ao longo da distribuicdo da
espécie de forma que alguns marcadores que ndo estdo diretamente envolvidos com
processo de especiacdo podem segregar entre as espécies e tendem a seguir mais padrao
geografico do que especifico, enquanto outros nio (Kane et al., 2009), o que seria uma
violacdo dos modelos tradicionais alopdtricos de especiacdo. Outras espécies de
Tephritidae estdo associados a processos de especiacdo simpdtricos em que hd papel
relevante de adaptagcdo a hospedeiros e sele¢do sexual (Feder er al., 2005), o que pode
ser padrdo similar ao aqui encontrado. Uma investigacdo maior de diferentes genes,
particularmente genes com taxas evolutivas mais altas e uma expansdo das amostras
destas espécies de forma a considerar sua distribui¢do geografica pode nos auxiliar a

resolver tal questao.
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D_virilis
D.grimshawi
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

D.melanogaster
D.mojavensis
D.willistoni
D_virilis
D.grimshawi
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

0 0 1 1 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

K EQ GWURARSAZFIKXKLLQADETT FQLLEGLTH®RAVYVDILTCAAPTSGSWSQVLAI KA RTILYZEU®PTLU?PZPEEIRTEI KUVIE KTITIAVUVIDTILDQ

AAGGAGCAGGGATGGCGTGCACGAAGTGCTTTCAAACTGCTCCAGGCGGATGAGACCTTTCAGTTGCTAGAAGGTCTCACCCGAGCCGTGGACCTTTGCGCCGCTCCTGGCAGCTGGTCACAGGTGCTGGCCAAACGCTTGTACGAGCCTCTGCCGCCAGAGGAACGGGARAAGGTAAAGATCATCGCCGTAGACCTGCA
K E Q GWRAUR SAUF KL L QADETU FNILILUES GT LTI RAVIDILT CAAPTG GG GWSQUVL S K RMYEUPU RS EI KU DI REZ QU V KTITIAVDWMDZQ
AAGGAACAGGGATGGCGAGCCAGAAGTGCGTTCAAACTACTACAAGCAGATGAAACGTTTAATTTGTTGGAGGGCTTAACACGTGCGGTGGACTTATGCGCAGCACCTGGAGGATGGTCACAGGTTCTATCGAAGCGTATGTACGAACCGCGATCGGAGAAAGACCGGGAGCAAGTAAAGATAATTGCTGTGGACATGCA
R A RSAUVF KL L QAEETU FHILILDG GV VT RAVDILT CAAPSGSW S Q V L S
ARACAACAAGGCTGGAGAGCTAGGAGTGCATTTAAATTGCTGCAAGCAGAAGAAACGTTTCATTTGCTGGATGGCGTCACACGAGCCGTGGATCTTTGTGCGGCTCCTGGAAGCTGGTCGCAGGTATTATCAAAACATATGTACGAGCCGCGAACCCCTGAAGAACGGGAACAGGTAAAAATCATTGCTGTGGATATGCA
K E Q GWRARSAFI KU LULQADETT FNILILESGVTIRAVIDI LT CAAPSGSGWS QVL S KU RULYEZPRT®PEZEIZREH QU VI KTITIAVIDMDZQ
AAGGAGCAGGGATGGCGCGCCAGAAGTGCATTCAAACTGCTTCAAGCGGACGAAACGTTTAATTTACTCGAGGGTGTAACACGTGCTGTGGACTTATGCGCTGCCCCCGGTGGCTGGTCCCAGGTGCTGTCCAAGCGTTTGTACGAACCGCGCACGCCCGAGGAACGGGAGCAGGTGAAGATCATCGCTGTGGATATGCA
K E Q GWRARSAF KU LULQADETT FNILILETSGVEIRAVDI LT CAAPSGSGWSQVL SR RMYEZPRTUVEZEI REI KUV KTITIAVDTQ
AAGGAACAGGGATGGCGCGCAAGAAGTGCCTTCAAACTGCTACAAGCTGATGAAACGTTTAATTTATTGGAGGGTGTCGAACGGGCCGTTGATTTATGTGCTGCACCTGGCGGCTGGTCCCAGGTGCTATCAAGGCGCATGTACGAGCCGCGAACTGTCGAGGAACGAGAGARAGTGAAGATCATCGCAGTGGATACGCA

K E EGWRARSAVF KU LULQIDSGI KT FHILKDVTIRAVIDI LT CAAPSGSWTIQVL S KU RULYE--- NIRZSNNEEUVI KTITIAVUVIDTLQ
ARAGAAGAAGGCTGGCGAGCTCGGAGTGCATTTAAACTGCTGCAGATCGATGGAAAGTTCCACATTTTAAAAGATGTCACACGTGCCGTAGACTTATGTGCTGCGCCTGGTAGCTGGACTCAAGTGCTTTCCAAACGCCTTTATGAG-—————. AATCGCTCCAACAATGAGGAGGTAAAAATAATTGCGGTAGATTTGCA
K EE G W R AR SAVF KL L QI DEI K FHIULI KU DVTIRAVIDILT CAAPSGSWTOQV L S KU RILYE - -
ARAGAAGAAGGCTGGCGAGCTCGGAGTGCATTTAAACTGCTGCARATCGATGAAAAGTTCCACATTTTAAAAGATGTTACACGCGCCGTAGACTTATGTGCTGCGCCTGGTAGCTGGACTCAAGTGCTTTCCAAACGCCTTTATGAG-————— AATCGCTCCAACAATGAGGAGGTAAAAATAATCGCGGTAGATTTGCA
K EE G W RAUR SAVF KL L QI DEI K FHILI KU DVTIRAVIDILT CAAPSGSWTOQV L S K RILYE - -
ARAGAAGAAGGCTGGCGAGCTCGGAGTGCATTTAAACTGCTGCAGATCGATGAAAAGTTCCACATTTTAAAAGATGTTACACGCGCCGTAGACTTATGTGCTGCGCCTGGTAGCTGGACTCAAGTGCTTTCCAAACGCCTTTATGAG-————— AATCGCTCCAACAATGAGGAGGTAAAAATAATTGCGGTAGATTTGCA
K E EGWRARSAVF KU LULQIDEI KT FHIULI KDVTIRAVIDI LT CAAPSGSWTOQVL S KU RULYE--- NIRZSNNEEUVI KTITIAVIDTLQ
AAAGAAGAAGGCTGGCGAGCTCGGAGTGCATTTAAACTGCTGCAGATCGATGAAAAGTTCCACATTTTAAAAGATGTTACACGCGCCGTAGACTTATGTGCTGCGCCTGGTAGCTGGACTCAAGTGCTTTCCAAACGCCTTTATGAG —AATCGCTCCAACAATGAGGAGGTAAAAATAATTGCGGTAGATTTGCA
K E EGWRARSAVFI KU LULQIDEI KT FHIULI KDVTHAVDI LT CAAPSGSWTIQVL S K RULYE-- - NIRZSNNEZEUVI KTITIAVIDTLQ
AAAGAAGAAGGCTGGCGAGCACGGAGTGCTTTTAAATTGTTGCAGATCGATGAAAAATTCCACATTTTAAAAGATGTCACTCATGCCGTAGACTTATGTGCTGCACCTGGTAGCTGGACTCAAGTGCTTTCCAAACGCCTTTATGAG——————. AATCGCTCCAACAATGAGGAGGTAAAAATAATTGCGGTAGATTTGCA
K E EGWRARSAVF KU LULQIDEI KT FHIUL KDVTIRAVDILTCAAPSGSWTIQVL S KU RULYE-- - NIRZSNNEEUVI KTITIAVUVDTLDQ
ARAGAAGAAGGCTGGCGAGCACGGAGTGCTTTTAAATTGTTGCAGATCGATGAAAAATTCCACATTTTAAAAGATGTCACTCGTGCCGTAGACTTATGTGCTGCACCTGGTAGCTGGACTCAAGTGCTTTCCAAACGCCTTTATGAG-————— AATCGCTCCAACAATGAGGAGGTAAAAATAATTGCGGTAGATTTGCA
2 2 3 3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GGGAATGGCTCCGATCGAAGGAGTCAAACAACTGCGGGCGGACATCAGCAAGGAGTCGACAGCCGAGGCCATAATTGAGTTCTTTGGCGGCGAG—————~-. AAGGCACAGATTGTTGTTAGC

GGGTATGGCACCAATCGATGGCGTGACTCAATTGCGGGCCGACATTACTAAGGAGTCAACCGCAGAGGAAATTATTAAATTTTTCGATGGCARA-— ~AAGGCGGAACTGGTTGTCACT

G M AP I DGV KOQULRADTITI KESTAZ KTETITIEYTFGSGOQ- - KA AOQTULV I S
GGGAATGGCACCAATCGATGGAGTCAAGCAACTGAGGGCCGATATTACC! GAGTCCACTGCC. GAGATAATTGAATACTTCGGGGGTCAA-—————, AAAGCACAATTGGTTATCTCA
G M AP TIDGVTOQULRET DTITI KETETAEA ATITII KT FTFUDSGZ K - - KA AOQTILV V 8§
GGGTATGGCACCCATTGATGGTGTCACACAGTTGCGCGAAGATATTACC CAGCGGAGGCAATTATTAAGTTTTTTGATGGCAAA——————, AAGGCGCAACTGGTCGTCAGC
G M AP I DGV T QLR ADTITI KESTADA ATITIETFTFSGSGZ K - - KA AOQTILV V 8
GGGCATGGCACCCATTGATGGTGTCACACAGTTGCGCGCCGACATTACCARAAGAGTCAACAGCAGATGCAATTATTGAGTTTTTTGGCGGCAAA-————~—. AAGGCGCAATTGGTTGTCAGC

A MAPULUP GV TOQULOQSGDTITI KT LSsTA ASOQA ATITIEUHT FGS GESOQZ KA AZOQTLVTI
AGCGATGGCACCATTGCCTGGAGTTACGCAACTTCAAGGCGATATAACGAAACTAAGTACCGCTCAGGCTATAATTGAACATTTTGGTGGAGAATCGCARAAGGCCCAGTTGGTTATTTGC
A MAPULUPGVTOQLOQGDTITH KT LS sSTA ASO QA ATITIZEUHT FS GG GESOQZ KA AU QULVIC
AGCGATGGCACCATTGCCTGGAGTTACGCAACTTCAAGGCGATATAACGAAACTAAGTACCGCTCAGGCTATAATTGAACATTTTGGTGGAGAATCGCARAAGGCCCAGTTGGTTATTTGC
A MAPLUPGVTQL QGDTITJZ KTULSTHA ASOQATITIEUHTFSGS GES QKA AZOQTLV IC
AGCGATGGCACCATTGCCTGGAGTTACGCAACTTCAAGGCGATATAACGAAACTAAGTACCGCTCAGGCTATAATTGAACATTTTGGTGGAGAATCGCAAAAGGCCCAGTTGGTTATTTGC
A MAPLUPGVTQL QGDTITJZ KTULSTHA AQOQATITIEUHTFS GG GES QKA AZOQTLV IC
AGCGATGGCACCATTGCCTGGAGTTACGCAACTTCAAGGCGATATAACGAAACTAAGTACCGCTCAGGCTATAATTGAACATTTTGGTGGAGAATCGCAAAAGGCCCAGTTGGTTATTTGC
A MAPLUPGVTQL QGDTITZ KU LSTA AQOQATITIEUHTFS GG GES QKA AZOQTLV IC
AGCGATGGCACCATTGCCTGGAGTTACGCAACTTCAAGGCGATATAACGAAACTAAGTACTGCTCAGGCTATAATTGAGCATTTTGGTGGAGAATCGCARAAGGCCCAGTTGGTTATTTGT
A MAPULUPGVTOQLOQGDTITIZ KT LS sSTA ASO QA ATITIZEUHT FS GG GES QI KA AU QULVIC
AGCGATGGCACCATTGCCTGGAGTTACGCAACTTCAAGGCGATATAACGAAACTAAGTACTGCTCAGGCTATAATTGAGCATTTTGGTGGAGAATCGCARAAGGCCCAGTTGGTTATTTGT

Figura A.7 Alinhamento do gene CG7009 utilizado para andlises de selecdo positiva realizadas no PAML.
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Anexos

D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis
D_virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis
D_virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

0 0 1 1 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L FALAWSGS-VNSSVVZPLILTSAHSG--LVVGSAVVASGSVATIOQASAV?PAAVUPILSLSPAG?PUVLIQS - - - - - =
CTGTTCGCTTTGGCCTGGGGT--~GTCAACAGCTCGGTGGTGCCTCTCCTGACCTCCGCCCATGGT—————— CTGGTGGTCGGTTCCGCCGTCGTCGCCGGTTCGGTGGCCATCCAGGCATCTGCGGTTCCCGCTGCCGTTCCCCTGTCCCTGTCCCCAGCCGGACCCGTGCTCATCCAGTCT—————————————————
L F ALAY G- AHS S VV?PLILTAAHSGS-GULTIVGAPA AVASGSVATIOQASA AV PAAVPLALSUPAGZPILILV QS S AGV VT

TTGTTTGCTTTGGCCTATGGA--~GCCCACAGTTCGGTGGTTCCTCTCTTGACCGCTGCCCATGGA-~~GGTTTGATTGTCGGTGCCCCCGCCGTCGCCGGTTCAGTGGCCATTCAGGCTTCTGCTGTGCCAGCTGCTGTTCCCCTTGCCCTCTCCCCGGCTGGTCCTTTGTTGGTTCAGTCAAGCGCTGGTGTGGTTAC
- A NC S I VPLL SAG?PG?PALTLILSA APA APV G S VAV HAS AV UPAAVUPLATISU&PAGT?PTITULUVQGAA AA A - - -
TTGTTCGCTTTGGCCTGGGGT -~~GCCAACTGCTCGATTGTGCCTTTGCTCAGCGCTGGTCCCGGACCCGCTCTGCTGCTCAGTGCTCCTGCTCCGGTTGGCTCTGTGGCTGTGCATGCCTCCGCTGTGCCCGCTGCCGTGCCCCTTGCCATTTCACCAGCTGGCCCCATTCTGGTGCAAGGTGCCGCTGCC-———————

L FALAWSGS-AUHSGSWVVPLILTSAHSGSA AV VL GAPAVASGSVAVHASAVUPAAVPILATIAPA ASGT?PTIILUVQSAAHSTI -
TTGTTCGCTCTGGCCTGGGGT---GCCCACGGCTCAGTGGTGCCGCTGCTGACCTCCGCTCATGGCTCCGCCGTGGTGCTGGGCGCTCCGGCCGTGGCCGGCTCCGTGGCCGTGCACGCCTCCGCGGTGCCCGCCGCTGTGCCCCTTGCCATTGCCCCAGCTGGACCCATTCTGGTGCAGTCAGCGGCCCATTCGATT -~
L FALAWSGS-VNSSVVZPLIAGVHSG-PLVILSAPAVASGSVAVHASA AVUPAAVPVATISUPAG?PUVLIQSA AP - A TI -
TTGTTCGCACTTGCCTGGGGC---GTCAACAGTTCAGTGGTGCCACTGATCGCTGGTGTTCATGGA---CCCTTGGTGCTCAGTGCACCCGCTGTTGCCGGCTCCGTAGCCGTGCACGCCTCCGCTGTGCCCGCTGCCGTGCCCGTTGCTATCTCTCCAGCTGGACCTGTGCTCATCCAATCCGCGCCA-—~-GCAATC—~
L FALALGAAHTCSTITI®PGUVVTITSTIWNS-GVVILASU®P®?P- - 6GSIAV HASAVUPAVV - - - AAP S - PV QI I T - - -
TTGTTCGCTTTGGCCCTTGGCGCTGCTCACTGCTCGATCATCCCAGGCGTGGTCACATCCATCAAT--~GGCGTCGTTTTGGCCTCTCCACCA

L FALALGAAHTCSUVIU®PILUV - TS I N -

TTGTTCGCTTTGGCCCTTGGCGCTGCCCACTGCTCGGTCATCCCATTGGTC~~~ACCTCCATCAAT---GGCGTCGTCTTGGCCTCTCCACCC

L FALALGA AAHTCSUVIU®PILUV - TS I N -

TTGTTCGCTTTGGCCCTTGGCGCTGCCCACTGCTCGGTCATCCCATTGGTC~~~ACCTCCATCAAT-~-GGCGTCGTCTTGGCCTCTCCACCC

L FALALGAAHTCSVI®PILUV-TsS8TIN-GVVILASU®P©P- - 65 IAV HASAV?PAVV - - - AAP S - P VQIVT - - - - - =
TTGTTCGCTTTGGCTCTTGGCGCTGCCCACTGCTCGGTCATCCCATTGGTC---ACCTCCATCAAT---GGCGTCGTCTTGGCCTCTCCACCC— —GGTTCCATTGCCGTACACGCCTCTGCGGTACCAGCTGTGGTA- —~GCTGCCCCATCA---CCCGTACAGATCGTCACC

L FALALGAAHTCSVI®PILUV-TsS8TIN-GVVILASU®P?P- - 6GS5IAVRASAV?PAVV - - - A AP S - PV QIVT - - - - - =
TTGTTCGCTTTGGCCCTAGGCGCTGCCCACTGCTCGGTCATCCCATTGGTC---ACCTCCATCAAT---GGCGTCGTCTTGGCCTCTCCACCC—————— GGCTCCATTGCCGTACGCGCTTCTGCGGTACCAGCTGTGGTA-———————~ GCTGCCCCATCA---CCCGTACAGATCGTCACC—

L FALALGAAHTCSVI®PILUV-T s TIN-GVVILASA AP - -GS FAVHASAV?PAVV - - - AAP S - PV QIVT - - - - - =
TTGTTCGCTTTGGCCCTAGGCGCTGCCCACTGCTCGGTCATCCCATTGGTT-~~ACCTCCATCAAT---GGCGTCGTCTTGGCCTCTGCACCC

L FALALGA AAHTCSUVIU®PILUV - TS I N -

TTGTTCGCTTTGGCCCTAGGCGCTGCCCACTGCTCGGTCATCCCATTGGTT-~~ACCTCCATCAAT---GGCGTCGTCTTGGCCTCTCCACCC

2 2 3 3 3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01 0 0 0
- - - - G P AVVAAPV?PAAYV - - - - - - -V AAHAPA AV VAV AAPUEASY VA KT RGA AV HVYV APILUPGHV Q S A A S
7777777777777 GGACCAGCGGTGGTTGCCGCTCCCGTTCCCGCCGCTGTG-~———~~——===—===——==—=GTTGCTGCCCACGCCCCCGCCGTGGTGGCCGTCGCCGCTCCGGAGGCCAGCTATGTGGCCAAGACCCGTGGAGCTGTCCATGTGGCTCCTCTGCCAGGACATGTGCAGTCCGCTGCATCT
AHAAGPTTI I AGPG?PAIV S AUHAPATIVAAPA AP - VVATIAAMPAASYUVAZ KTRGAVHVAPTILU®PSGHTIZOQSAAS
TGCCCATGCTGCCGGCCCCACCATCATTGCCGGTCCAGGCCCAGCCATTGTTTCTGCTCATGCTCCCGCTATTGTGGCTGCCCCAGCTCCT---GTTGTGGCTATTGCCGCTCCTGCTGCCAGCTATGTGGCCAAGACCCGTGGCGCTGTTCATGTGGCTCCTCTGCCCGGACATATCCAATCGGCCGCATCT
- - s P - VvV vV - - VA AP A PAV VAV AAAPASYVAZKTIRGAVHVAPTILUPSGHUVQS AA S
TCGCCT-—-GTTGTT————————————————————— GTCGCTGCTCCCGCTCCAGCTGTGGTAGCCGTCGCTGCTGCGCCCGCTTCGTATGTGGCCAAGACTCGTGGTGCCGTCCACGTGGCTCCTCTGCCCGGACATGTTCAGAGCGCCGCCTCC

- - - - - - - - - AP -VV-- - - - - -V AAPAMPAV VAV AAAPASYVAIKTI RS GAVHVAUPTILUZPGUHUV QS
~GCCCATGCT TCCA---GTTGTG-———————————————————— GTTGCGGCTCCGGCGCCCGCTGTTGTGGCCGTTGCCGCTGCACCCGCCTCGTATGTGGCCAAGACGCGCGGTGCCGTGCATGTCGCCCCGCTGCCCGGACATGTCCAGAGCGCCGCCTCC
- - - - - - - - - s P I V V - - - - - - =

~GCGCATGCC: TCTCCCATTGTTGTG— ~GCTGCAGCCCCAGCACCGGCTGTTATTGCCGTCGCCGCTGCACCTGCCTCGTATGTGGCGAAGACCCGGGGTGCAGTCCATGTCGCTCCACTGCCAGGACATATTCAGAGCGCCGCCTCC
- - - - - - - - - - - - s PAVvVYvV - - - - - - - - A - - APAVVYV - - - AAEGTY VA KT R GA AUV HV AZPULUPGUHV Q S A A S
CCAGCGGTGGT! T TCCAGCTGTTGTG— ~-GCTGCAGAGGGCACCTATGTCGCCAAAACACGTGGCGCTGTACATGTGGCACCTCTGCCCGGACATGTGCAATCAGCTGCCTCA

- - - - - - - - - - - - s$PVVVA--- - - - - PAVVAPAVV - - - AAEGTYVAZ KTI RS GAVHVAUPTULUZPSGUHTIOQSAAS
CCCTGTAGTGGCT————————————————————— CCAGCTGTAGTTGCTCCCGCTGTGGTG-— ————GCCGCTGAAGGCACCTATGTTGCCAAAACTCGTGGCGCTGTACATGTCGCACCTCTGCCCGGACATATACAATCAGCCGCCTCA

- - - - - - - - - - - - s PVVVA--- - - - - PAVVAPAVV - - - AAEGTYVAI KTIRGAVHVAUPTULUZPSGHTIUQSAAS
CCCTGTAGTGGCT————————————————————— CCAGCTGTAGTTGCTCCCGCTGTGGTG-— ————GCCGCTGAAGGCACCTATGTTGCCAAAACTCGTGGCGCTGTACATGTCGCACCTCTGCCCGGACATATACAATCAGCCGCCTCA

- - - - - - - - - - - - s$PVVA--- - - - - PAVVAPAVV - - - AAEGTYVAZ KTI RS GAVHVAUPTULUPSGHTIOQSAAS
CCTGTAGTGGCT————————————————————— CCAGCCGTAGTTGCTCCCGCTGTGGTG-— ——--GCCGCTGAAGGCACCTATGTTGCCAAAACTCGTGGCGCTGTACATGTCGCACCTCTGCCCGGACATATACAATCAGCCGCCTCA

- - - - - - - - - - - - 5 PVVA-- - - - - - PAVVAPAVVYV - - - AAEGTY VA KT RGAVVHVYV AZPULU®PSGUHTIOQSA AT S
CCTGTAGTGGCT— ——CCAGCCGTAGTTGCTCCCGCTGTTGTG ~-GCCGCTGAAGGCACCTATGTTGCCAAAACTCGTGGCGCTGTACATGTCGCTCCTCTGCCCGGACATATACAATCAGCCACCTCA

- - - - - - - - - - - - s PVVvVA- - - - - - - PAV VAPAVV - - -

CCTGTAGTGGCT—————————————————————i CCAGCCGTAGTTGCTCCCGCTGTGGTG-~ —---GCCGCTGAAGGCACCTATGTTGCCAAAACTCGTGGCGCTGTACATGTCGCACCTCTGCCCGGACATATACAATCAGCCGCTTCA

- - - - - - - - - - - -5 PVVA- - - - - - - PAVVAPAVVYV - - - AAEGTYVAZ KTHIRGAVHVAZPILU®PSGHTIIOQSAA S
CCCTGTAGTGGCT-————————————————————| CCAGCCGTAGTTGCTCCCGCTGTGGTG————————— GCCGCTGAAGGCACCTATGTTGCCAAAACTCGTGGCGCTGTACATGTCGCACCTCTGCCCGGACATATACAATCAGCCGCCTCA

Figura A.8 Alinhamento do gene CG7203 utilizado para andlises de selecdo positiva realizadas no PAML.
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Anexos

D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis

D virilis
D.grimshawi
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis

D virilis
D.grimshawi
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

0 0 1 1 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

O F ELEAETETZ KT PETLEHPLMOQALG QU VI KN PET DTFTLVSTILM®RTIT®RAST DTLTETEH ATLTLTLTLZPTFSTVCEVTLETRTLTFPTTILTLTQRP
CAGTTCGAGCTCGAGGCGGAGGAGARACCCGAGTTACATCCTCTGATGCAGGCTTTGCAGGTTAAGAATCCCGAAGACTTCCTGGTCAGCACCCTGATGAGGATACGTGCGTCCGATCTGGAGGAGGCACTTCTTCTACTCCCCTTCTCCACTGTGTGCGAAGTCCTCGAACGCCTGCCCACTCTGCTGACCCAGCGACC
QO F ELEDTTETZ KT PETVH HPILMLALO QU VZ XKTT®P®TDTFTLVTTILMRTIT®RAST DTLTETEH ATLTLTLTLZPTFSTVCEVTLETRTLTFPVILTIATOQTRP
CAATTTGAATTGGAAGACACTGAGAAACCTGAAGTACATCCCCTTATGCTGGCCCTGCAAGTGAAGACTCCCACGGATTTCCTGGTTACTACATTAATGCGCATACGTGCCTCTGATTTAGAGGAAGCTTTGCTTTTGCTGCCCTTTTCTACGGTGTGCGAAGTGCTCGAACGTCTTCCGGTGCTGATAGCTCAACGTCC
O YELEGDTETZ KT PETLEHPILMTIALG QU VI XKNZ®P®PTIDTFTLVTTILVZRTIT®RTSDMETEH- ATLTLTLTLFPTFSTIVCETLTLTETRTLTFPATLTITOQRP
CAATACGAGCTAGAGGGCGACGAGAAACCCGAGCTACATCCACTGATGATCGCACTGCAAGTGARAAATCCAATAGATTTCCTTGTTACGACCT TAGTGCGCATACGCACCTCGGACATGGAGGAAGCGCTTCTGTTGCTGCCCTTCTCCATTGTGTGCGAGCTGCTGGAGCGCTTGCCAGCCCTGATCACCCAGCGACT
L I T Q R P
CAATTCGAGCTGGAGGCCGACGATAAGCCCGAGCTGCATCCGTTGATGCTGGCGCTGCAAGTGARGAATCCAATTGATTTCCTCGTTACGACACTGATTCGCATACGCACCTCCGACATGGAAGAGGCGCTGCTGCTGTTGCCCTTCTCGATTGTGTGCGAACTGCTCGAGCGTCTGCCCGCGCTAATTACCCARAGACC
9 F ELESDTETZ KTPETLTE®PTLMLATLTG QU VI XKNT P?PNDTFTLVTTZLVRZRTITZRTSDMETESTLTZLTLTZLZPTFS IV CETLTLTETRTLTFPATLTITOQRP
CAATTTGAGCTGGAGTCGGATGAGAAGCCGGAGCTGCATCCGCTGATGCTGGCATTGCAGGTGARGAACCCGAATGATTTTCTGGTCACGACACTTGTGCGCATACGCACCTCCGATATGGAGGAGTCCCTGCTCCTGCTGCCCTTTTCGATTGTGTGCGAGCTGCTCGAGCGTTTGCCCGCACTAATCACCCARAGACC
QO YEVEAETETZ KTPETLUBHPLMERALO OV VDN® ADT DT FTLTFTTILARTIT®RAST DTLETEH ATLTLTLTLZPTFSNUVCETLTLTETRTLTPIRTILTIETCH S
CAGTATGAAGTAGAAGCGGAAGAGAAACCCGAGCTGCACCCACTGATGCGCGCGTTACAAGTAGATAATGCCGATGATTTTCTCTTCACTACACTAGCGCGCATACGTGCTTCCGATTTGGAAGAAGCGCTCTTACTGCTACCATTTTCGAATGTCTGTGAATTACTCGAACGGCTTCCACGACTCATAGAGTGCCACAG
QO YEVEAETETZ KTPETLEHPLMERALO OV VDN®ADT DT FTLTFTTILARTIT®RAST DTLETEH ATLTLTLTLZPTFSNUVCETLTLTETRTLTPIRTILTIETCH S
CAGTATGAAGTAGAAGCGGAAGAGAAACCCGAGCTGCACCCACTGATGCGCGCGTTACAAGTAGATAATGCCGATGATTTTCTCTTCACTACACTAGCGCGCATACGTGCTTCCGATTTGGAAGAAGCGCTCTTACTGCTACCATTTTCGAATGTCTGTGAATTACTCGAACGGCTTCCACGACTCATAGAGTGCCACAG
QO YEVEAETETZ KTPETLEBHPILMERALO OV VDNADT DTFTLTFTTILARTIT®RAST DTLETEH ATLTLTLTLZPTFSNUVCETLTLTETRTLTFPIRTILTIETCH S
CAGTATGAAGTAGAAGCGGAAGAGAAACCCGAGCTGCACCCACTGATGCGCGCGT TACAAGTAGATAATGCCGATGATTTTCTCTTCACTACACTAGCGCGCATACGTGCTTCCGATTTGGAAGAAGCGCTCTTACTGCTTCCATTTTCGAATGTCTGTGAATTACTCGAACGCCTTCCACGACTCATAGAGTGCCACAG
Q YEV KAETETZ KT PETLEPLMERALG OV VDN ADT DT FTLTFTTILA2ZARTIT®RAST DTLTETEH ATLTLTLTLTPTFSNUVCETLTLTETRTLTFPI RTILTIETCH S
CAGTATGAAGTAAAAGCGGAAGAGAAACCCGAGCTGCACCCACTGATGCGCGCGT TACAAGTAGATAATGCCGATGATTTTCTCTTCACTACACTAGCGCGCATACGTGCTTCCGATTTGGAAGAAGCGCTCTTACTGCTACCATTTTCGAATGTCTGTGAATTACTCGAACGCCTTCCACGACTCATAGAGTGCCACAG
¢} R
CAGTATGAAGTAGAAGCGGAAGAGAAACCCGAGCTGCACCCACTGATGCGCGCGT TACAAGTAGATAATGTCGATGATTTTCTCTTCACTACACTAGCGCGCATACGTGCTTCCGATTTGGAAGAAGCGCTCTTACTGCTACCATTTTCGAATGTCTGTGAATTACTCGAACGCCTTCCACGACTCATAGAGTGCCACAG
QO YEVEAETETZKTPETLUBHPILMERALO OV VDNA®ADT DT FTLTFTTILARTIT®RAST DTLTETEH ATLTLTLTLZPTFSNUVCETLTLTETRTLTPIRTILTIETCH S
CAGTATGAAGTAGAAGCGGAAGAGAAACCCGAGCTGCACCCACTGATGCGCGCGTTACAAGTAGATAATGCCGATGATTTTCTCTTCACTACACTAGCGCGCATACGTGCTTCCGATTTGGAAGAAGCGCTCTTACTGCTACCATTTTCGAATGTCTGTGAATTACTCGAACGCCTTCCACGACTCATAGAGTGCCACAG

2 2 3 3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0
D QL EL L CRWVTTIVFILZFI KV HMIK®PTISAAIKNME K?®PTILILVKILTILSMTLI KIRDUVG QL R
CGACCAACTGGAGCTGCTTTGCCGCGTCACCATCTTCCTGTTCAAGGTGCACATGAAGCCCATTTCGGCGGCTAAGAACATGAAGCCGCTGCTCGTCAAGCTGCTCTCGATGCTCAAGCGGGACGTTGGTCAGCTGCGC
DELEL L CRWVTTIVFILFI KV HMIK®PTIAATI KTMZ K?®PILL IKTITULGILULIKNUDUVNOQTLR
TGACGAATTAGAGTTGCTGTGTCGAGTCACAATATTCCTGTTTAAGGTGCACATGAAACCCATAGCAGCCACCAAAACAATGAAACCCCTGCTCATCAAGATCCTTGGCTTATTAAAGAATGATGTGAACCAATTGCGT
D EVELTLTCRV TV FLVF K VHMI KU®PTIATA AI K SMI KU?®PILIT LT LI KTILTLETLTLI K RUDUVQ QO L R
CGACGAAGTGGAGCTACTCTGTCGCGTAACCGTATTCCTCTTCAAGGTTCACATGAAACCCATCGCGACAGCCAAATCGATGAAGCCGCTGCTTCTCAAGCTGCTCGAGCTGCTAAAGCGCGATGTCCAGCAACTCCGC
H

CGACGAAGTGGAGCTGCTCTGCCGCGTAACCGTGTTTCTGTTCAAGGTGCACATGAAGCCGATTGCGGCAGCCAAATCCATGAAGCCCCTGCTCATCAAGCTGCTGGGCCTGCTCARAACACGATGTACAGCAGCTGCGC

R Vv TV F L F KV HMIK?PIAAAIKSMI K?®PILL L KL L GL L KHDTII KOQTLR
CGACGAAGTAGAGCTGCTATGCCGCGTGACCGTGTTCCTCTTCAAGGTGCACATGAAACCCATTGCGGCGGCCARATCTATGAAGCCACTGCTACTCAAGCTGTTGGGCCTGCTCAAGCACGATATCAAACAGCTGCGC
D QI EL L CKVTTIVFILZFI KV HMIKU®PTISAAIKNTILI KT LILILSSGULVGATLIRIRUDUV S EMXKX
CGATCAAATAGAGTTGCTGTGTAAAGTGACGATTTTCCTATTCAAAGTGCATATGAAACCGATTAGCGCAGCGAAAAATTTGAAGCTTCTCCTTAGTGGTTTGGTGGGTGCGCTTCGCCGTGACGTAAGTGAAATGCG
D QI EL L CKVTTIVFILZFI KV HMIKU®PTISAAIKNILI KT LILILSSGULV GATLIRIRDUV S E MR
CGATCAAATAGAGTTGCTGTGTAAAGTGACGATTTTCCTATTCAAAGTGCATATGAAACCGATCAGCGCAGCGAAARATTTGAAGCTCCTCCTTAGTGGTTTGGTGGGTGCGCTTCGCCGTGACGTAAGTGARATGCGT

CGATCAAATTGAGTTGCTGTGTAAAGTGACGATTTTCCTATTCAAAGTGCATATGAAACCGATTAGCGCAGCGAAARATTTGAAGCTTCTCCTTAGTGGTTTGGTGGGTGCGCTTCGCCGTGACGTAAGTGARA-————

E M R
CGATCAAATAGAGTTGCTGTGTAAAGTGACGATTTTCCTATTCAAAGTGCATATGAAACCGATCAGCGCAGCGAAGAATTTGAAGCTCCTCCTTAGTGGTTTGGTGGGTGCGCTTCGCCGTGACGTAAGTGARATGCGT
D QI EL L CKVTTIVFILZFI KV HMIKU®PTISAAIKNTILI KT LILILSGLVGATLIRIRUDUV S EMR
CGATCAAATAGAGTTGCTGTGTAAAGTGACGATTTTCCTATTCAAAGTGCATATGAAACCGATTAGCGCAGCGAAAAATTTGAAGCTTCTCCTCAGTGGTTTGGTGGGTGCGCTTCGCCGTGACGTAAGTGAAATGCGT
D QI EL L CKVTTIVFILFI KV HMI KU®PTISAAIKNILI KT LILILSGLVGATLIRIRUDUV S E MR
CGATCAAATAGAGTTGCTGTGTAAAGTGACGATTTTCCTATTCAAAGTGCATATGAAACCGATTAGCGCAGCGAAAAATTTGAAGCTTCTCCTTAGTGGTTTGGTGGGTGCGCTTCGCCGTGACGTAAGTGAAATGCGT

Figura A.9 Alinhamento do gene CG8064 utilizado para andlises de selecdo positiva realizadas no PAML.
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0 0 1 2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

D.melanogaster M s EE K KNG D - - E L N DL L D | ===> intron <————= Is AL 9 DF DI K S G - A GDOQ - -

ATGTCCGAAGAAAAGAAGAATGGCGAT —————— GAATTAAACGACTTGCTGGACA GTGCTCTCCAGGATTTCGATAAAAGTGGT -~ ~GCCGGTGACCAA-———~

D.mojavensis M s D Q K P NNDGUDETLNUDTL L D N A L Q DF DK S N - S G A K - -

ATGTCCGATCAAAAACCAAACAATGACGGTGATGAGCTARATGATTTGCTAGACA ATGCACTGCAAGACTTTGACAAAAGCAAT-~~AGTGGAGCCAAG-————

D.willistoni M T DEZ KGO QNTGD - - ELNTDTL LD S AL OQDTFEFTDTEKTGE K -DGE S - -
ATGACCGACGAAAAGCAGAATGGAGAT-——-——— GAATTGAACGATCTTTTGGATA GTGCTCTTCAGGACTTCGATAAGGGAAAA---GATGGTGAAAGC-———

D_virilis M S DOQZEKGOQNGDGTDTDTLNETL LD N AL QDFEDEKTSE K-S G A K - -
ATGTCCGATCAAAAGCAAAACGGAGATGGTGATGACCTGAACGAGCTGCTCGACA ATGCACTGCAGGACTTTGACAAAAGCAAG---AGTGGGGCCAAG————

D.grimshawi M S E QK SNGUDADTDTILNNTLLD N AL QDTFTDTEKSZ Q- S G S K - -

ATGTCGGAACAAAAGTCAAACGGAGATGCCGATGATCTGAACAATCTGCTCGACA ATGCTTTGCAGGATTTCGATAAATCGCAG--~AGTGGATCAAAG-————

R.pomonella T EeLT————_ s

A.fraterculus.1 - - - - - - - - - K - E L D D L L D N A L Q DF D KNNT S A S A G D

ACTTGATGATTTACTTGACAGTGAGTCCAATGTGCACGTCCGTCATAATATGGGCGTTTTAAATTATATAATGAAATGAGTCAAAT TTAACAATAAATGATTGTCTATTC~~GCAGACGCTTTGCAAGAT TTCGATAAGAACAACACATCTGCCAGTGCAGATGA

A.fraterculus.2 - - - - - - - - - K - E L D D L L D N AL QDFEDEKNINTSASAGD

G---GAACTTGATGATTTACTTGACAGTGAGTCCAATGTGCACGTCCGTCATAATATGGGCGTTTTAAATTATATAATGAAATGAGTCAAATTTAACAATAAATGATTGTCTATTC--GCAGACGCTTTGCAAGATTTCGATAAGAACAACACATCTGCCAGTGCAGATGA

A.obliqua_l - - - - - - - - - K- ELDDTILTLD N AL QDTFETDEKNNTSASAGD

G---GAACTTGATGATTTGCTTGACAGTGAGTCCAATGTGCACGTCCGTCATAATATGGGCGTTTTAAATTATATAATGAAATGAGTCAAATTTAACAATAAATGATTGTCTATTCTCGCAGACGCTTTGCAAGATTTCGATAAGAACAACACATCTGTCAATGCAGGTGA

A.obliqua_2 - - - - - - - - - K- ELDDTILTLD N AL QDTFETDEKNNTSASAGD

ACTTGATGATTTGCTTGACAGTGAGTCCAATGTGCACGTCCGTCATAATATGGGCGTTTTAAATTATATAATGAAATGAGTCAAATTTAACAATARATGATTGTCTATTCTCGCAGACGCTTTGCAAGATTTCGATAAGAACAACACATCTGTCAGTGCAGGTGA

a.sororcula_l - - - - - - - - - K -

ACTTGATGATTTGCTTGACAGTGAGTCCAATGTGCACGCCCGTCATAATATGGGCGTTTTAAATTATATAATGAAATGAGTCAAATTTAACAATARATGATTGTCTATTC--GCAGACGCTTTGCAAGATTTCGATAAGAACAACACATCTGTCAGTGCAGGTGA
A.sororcula2 - - - - - - - - - K K E L D D L L D N AL Q D F D KNNTS A S A G D
AGAAGGAACTTGATGATTTACTTGACAGTGAGTCCAATGTGCACGTCCGTCATAATATGGGCGTTTTAAATTATATAATGAAATGAGTCAAATTTAACAATAAATGATTGTCTATTC-~GCAGACGCTTTGCAAGATTTCGATAAGAACAACACATCTGTCAGTGCAGGTGA

2 3 3 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
0 0 0 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01 0 0 0 0
D.melanogaster K EP S A S SDVATNAGEP - - - - EG S EDUPDATF F Il-—> intron <===== | E Q A KV L A DU RMMNTTILF G G P D
~AAGGAGCCGTCCGCATCATCGGATGTGGCGACCAACGCTGGACCT~ - —~-GAGGGCTCCGAGGATCCAGATGCGTTTTTCAT TGAGCAGGCCAAGGTGCTGGCCGATCGCATGAACACGCTCTTCGGAGGTCCGGAC
D.mojavensis P E XK TAGTTDGTGNAT - - - S EVNEDUZPUDATFF I E Q A KV L ADIRMNTTULF G G P D
~CCGGAAAAGACGGCGGGCACGACAGATGGGACAGGGAATGCTACT: GAAGTCAACGAAGATCCCGATGCGTTTTTCAT CGAACAGGCGAAAGTCTTGGCGGATCGAATGAATACACTTTTCGGAGGCCCGGAC
D.willistoni G S A K Q E K A K T TDVNT - - -
~GGCAGTGCTAAACAAGAGAAGGCCAAGACTACGGATGTAAATACC— ~-GATGGAGGCGAAGAAGATCCTGATGCATTTTTCAT TGAACAGGCTAAAGTGTTAGCGGATCGTATGAACACACTCTTCGGAGGCCCAGAT
D_virilis P EKPUVAT-DGTAVAAS- - - G6GEGGDDU?PDATFF I
—CCGGAAAAGCCCGTGGCTACC---GATGGCACAGCAGTTGCAGCC— GGCGAGGGCGGCGACGATCCCGATGCATTTTTCAT TGAGCAAGCGAAAATCTTAGCGGATCGCATGAACACACTGTTCGGTGGGCCAGAC
D.grimshawi T E KAVAT - DGAAEVA- - - A G GULEDU?PDATFF I E 0 A K I MADU RMMNTILF G G P D

—~ACGGAAAAGGCAGTTGCCACA---GATGGCGCAGCAGAAGTCGCC —~GCCGGCGGCCTCGAAGATCCCGATGCATTTTTCAT CGAACAGGC. GATTATGGCTGATAGAATGAACACATTGTTCGGTGGTCCGGAT
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - TGNV LAE®RM®OTTLTFEGG P N

TTTTTATTGAACAGGCAATGTTTTAGCCGAACGCATGCAAACCTTGTTTGGTGGTCCCAAC

R.pomonella

A.fraterculus_1 T S K N V -
TACAAGCAAAAATGTG---ACTGCGAATGGGGCGGTGGGTAGTAATGCCTCGGATGCCGGCACAGCTGCAGATCCAGACGCATTTTTTATGTAAGCGCAAATATTGTGAAATAAAAAATAACATTTTCACATARAATTAATATATTGTTCGCAGTGAACAAGCGAATGTCTTAGCGGAACGCATGCAAACGCTTTTCGGTGGTCCGAAC

A.fraterculus_2 T S K N V -
TACAAGCAAAAATGTG---ACTGCGAATGGGGCGGTGGGTAGTAATGCCTCGGATGCCGGCACAGCTGCAGATCCAGACGCATTTTTTATGTAAGCGCAAATATTGTGAAATAAAAAATAACATTTTCACATARAATTAATATATTGTTCGCAGTGAACAAGCGAATGTCTTAGCGGAACGCATGCAAACGCTTTTCGGTGGTCCGAAC

A.obliqua_1l T s K NV - TANGAV G S NASDA ASGTAADU?PDATFF I E QA NV L A ERMZOQTTILF G G P N
TACAAGCAAAAATTTG---ACTGCGAATGGGGCGGTGGGTAGTAATGCCTCGGATGCCGGCACAGCTGCAGATCCAGACGCATTTTTTATGTAAGCGC. TATTGTG. T. TAACATTTTCACAC. TTAATATATTGTTCGCAGTGAACAAGCGAATGTCTTAGCGGAACGCATGCAAACGCCTTTCGGTGGTCCGAAC

A.obliqua_2 T s K NV - TANGAV G S NASDA ASGTAADU?PDATFF I E QA NV L A ERMZOQTTILF G G P N
TACAAGCAAAAATGTT---ACTGCGAATGGGGCGGTGGGTAGTAATGCCTCGGATGCCGGCACAGCTGCAGATCCAGACGCATTTTTTATGTAAGCGC. TATTGTG. T. TAACATTTTCACATGAATTAATATCTTATTCGCAGTGAGCAAGCGAATGTCTTAGCGGAACGCATGCAAACGCTTTTCGGTGGTCCGAAC

A.sororcula_l T s K NV - TANGAV G S NASDA ASGTAADU?PDATFF I E QA NV L AERMZOQTTULF G G P N

TACAAGCAAAAATGTG---ACTGCGAATGGGGCGGTGGGTAGTAATGCCTCGGATGCCGGCACAGCGGCAGATCCAGATGCATTTTTTATGTAAGCGCAAATATTGTGAAATAAAARATAACATTTTCACATAAATTARTATATTGT TCGCAGTGAACAAGCGAATGTCTTAGCGGAACGCATGCARACGCTTTTCGGTGGTCCGAAC
A.sororcula_2 T S K N V -
TACAAGCAAAAATGTG---ACTGCGAATGGGGCGGTGGGTAGTAATGCTTCGGATGCCGGCACAGCTGCAGATCCAGACGCATTTTTTATGTAAGCGCARATATTGTGAAATAAAAAATAACATTTGCACATAAATTARTATATTGT TCGCAGTGAACAAGCGAATGTCTTAGCGGAACGCATGCARACGCTTTTCGGTGGTCCGAAC

Figura A.10 Alinhamento do gene CG5325 utilizado para andlises de selecdo positiva realizadas no PAML.
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D.melanogaster

D

D

.mojavensis

.willistoni

D_virilis

D

A.fraterculus_1

A.fraterculus_2

A

A

A

A

D.melanogaster

D

D

.grimshawi

.obliqua_1
.obliqua_2
.sororcula_l

.sororcula_2

.mojavensis

.willistoni

D_virilis

D

A.fraterculus_1

A.fraterculus_2

A

A

A

.grimshawi

.obliqua_1l
.obliqua_2
.sororcula_l

.sororcula_2

0 0 1 1 2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q E L L K A HEAZ KU KDV VNTLNZRMMIEKSTLVASI K YGULD S S PRULUVDTITIAAVUP QDA AIKI KTITULTLUZPI KU LIZ RAIKT PTIRTAS G,|l-—>

CAGGAGCTGCTGAAGGCGCACGAAGCCAAAAAGGATGTAAACCTTAATCGGATGARATCATTGGTGGCCTCCAAATATGGACTGGACAGTTCGCCGCGCCTGGTCGACATAATTGCTGCCGTGCCGCAGGACGCCARAAAAATTCTGCTTCCAAAGCTGAGGGCAAAGCCCATTCGCACAGCAAGTGGC————~——~~~—
Q E L L K A HE S K XKDV NTLWNU RMZI K SULTIS S K Y GLD s S P RULVDITIAA AV P HIDA AIZ KU KTITLTILUZ®PI KU LI RAI KU PTII RTAS G
CAGGAACTGCTTAAGGCACACGAAAGCAAAAAGGATGTGAATCTGAATCGCATGAAGTCGCTGATATCATCCAAATATGGACTAGACAGCTCACCACGTTTGGTAGACATTATAGCAGCAGTACCGCACGATGCAAAGAAAATACTTCTGCCCARATTGCGCGCCAAGCCAATACGAACTGCAAGCGGA-—~—~——~~~—
L K A HEAI K KDV NTLNDNI RMMIKSLTI S S K Y GGLD S s P RULVDTITIAA AV P OQDAK
CAAGAGCTGCTCAAAGCCCACGAAGCCAAGAAGGATGTAAATCTGAATCGTATGAAGTCGCTCATTTCATCCAAATATGGCTTGGACAGTTCTCCCAGACTTGTTGATATAATAGCAGCTGTACCGCAGGATGCCAAGAAGATTTTGTTGCCCARACTAAGAGCTAAACCAATAAGGACAGCTAGCGGT —————~——~——
Q E L L K A HEUDI K KDV VNTLWNI RMTIEKSTLISSsSKYGUL DS s PRULVDTITIAAVZPOQDAZ KT KTITLTLUZPIE KTLIRAIKPTI
CAGGAACTACTAAAGGCACACGAAGACAAGAAAGATGTGAATCTGAATCGCATGAAATCGCTAATATCATCGAAATATGGACTGGACAGCTCGCCGCGACTTGTGGACATCATAGCAGCCGTGCCGCAGGATGCCAAGAAGATACTGCTGCCCAAGCTGCGTGCCAAGCCCATACGAACCGCAAGCGGC——————————~
Q E L L K A HEAZ KI KU DUV VNTILNI RMMTIEKSL IS sSs KY GLDNSUPRUILUVDTITIAAVZPIOQDAZ KT KTITLTLU®PZ KU LRAIZ KU PTITZ RTAS G
CAGGAGCTGCTGAAGGCACACGAAGCCAAAAAAGATGTGAATCTAAATCGCATGAAATCCCTGATTTCCTCCAAATACGGCTTGGATAATTCGCCACGACTGGTGGACATCATAGCAGCTGTGCCGCAGGATGCCAAGAAAATATTGCTGCCCAAATTGCGCGCCAAACCGATAAGGACAGCAAGTGGA-—————————~
Q E L L KA HEUDI K KDV VNTLNZ RILI KA ARTISSKYGUL ES s PRULVDTITIAAVZPOQEA AZ KT KTITLTLU®PIZ KU LR RAIZ KU PTIT RTAS G
CAGGAACTACTGAAGGCCCATGAGGACAAAAAAGATGTTAATCTAAATCGGCTTAAAGCACGCATCTCCTCCAAGTATGGATTAGAGAGTTCACCACGTTTGGTAGACATAATTGCAGCTGTGCCCCAAGAAGCAAAAAAAATATTGCTACCTARACTGCGTGCTAAGCCCATACGAACAGCTAGCGGTGTAAGTTCATT
L K A HEDI K KDV NTLNDNWU RILI KA ARTIS S XK Y GLE S S P RULVDTITIAAVZPOQZE A K
CAGGAACTACTGAAGGCTCATGAGGACAAAAAAGATGTTAATCTAAATCGGCTTAAAGCACGCATCTCCTCCAAGTATGGATTGGAGAGTTCACCACGTTTGGTAGACATAATTGCAGCTGTGCCCCAAGAAGCAAAAAAAATATTGCTACCTARACTGCGTGCTAAGCCCATACGAACAGCTAGCGGTGTAAGTTCATG
Q EL L K A HEDI K KDV NTLWNU RTILI KA ARTIS S K Y GLES S P RILWVDTITIAA AV P QE A K
CAGGAACTACTAAAGGCCCATGAGGACAAAAAAGATGTTAATCTAAATCGGCTTAAAGCGCGCATCTCCTCCAAGTATGGATTGGAGAGTTCACCACGTTTGGTAGACATAATTGCAGCTGTGCCCCAAGAAGCAAAAAAAATATTGCTACCTARACTGCGTGCTAAGCCCATACGAACAGCTAGCGGTGTAAGTTCATT
Q E L L K A HEUDI K KDV VNTLWNZ RILI KA ARTISSKY GUL ES s P RULVDTITIAAVZPOQEA AZ KT KTITLTLU®PI KU LRAIZ KU PTIT RTAS G
CAGGAACTACTAAAGGCCCATGAGGACAAAAAAGATGTTAATCTAAATCGGCTTAAAGCTCGCATCTCCTCCAAGTATGGATTGGAGAGTTCACCACGTTTGGTAGACATAATTGCAGCGGTGCCCCAAGAAGCAAAAAAAATATTGCTACCTARACTGCGTGCTAAGCCCATACGAACAGCTAGCGGTGTAAGTTCATG
Q E L L K A HEUDI KXDVDNTLNZ RILI KA ARTISSKY GUL ES s PURULVDTITIAAVZPOQEA AZ KT KTITLTLU®PZ KU LRAIZ KU PTIT RTAS G
CAGGAACTACTAAAGGCCCATGAGGACAAAAA-GATGTTAATCTAAATCGACTTAAAGCGCGCATCTCCTCCAAGTATGGATTGGAGAGTTCACCACGTTTGGTAGACATAATTGCAGCTGTGCCCCAAGAAGCAAAAAAAATATTGCTACCTARACTGCGTGCTAAGCCCATACGAACAGCTAGCGGTGTAAGTTCATT
Q E L L K A HEUDI K KU DV VDNTLWNZ RILI KA ARTISSKYGULESsPRUILVDTITIAAVZPOQEA AZ KT KTITLTLU?PIEKTILIRAIKUPTI
CAGGAACTACTAAAGGCCCATGAGGACAAAAAAGATGTTAATCTAAATCGACTTAAAGCGCGCATCTCCTCCAAGTATGGATTGGAGAGTTCACCACGTTTGGTAGACATAATTGCAGCTGTGCCCCARGAAGCAAAAAAAATATTGCTACCTARACTGCGTGCTAAGCCCATACGAACAGCTAGCGGTGTAAGTTCATT

2 3 3 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6

0 0 0 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
intron <——m- | I

TCGCCGTGGTCGCCGTCATGTGCAAGCCGCATCGTTGTCCGCACATCAATATGACCGGCAATATATGCGTCTATTGTCCCGGCGGACCGGACAGCGACTTTGAGTACTCG
I
TTGCCGTGGTTGCTGTCATGTGCAAGCCACATCGTTGTCCGCACATCAATTTCACGGGCAACATTTGCGTCTATTGCCCCGGCGGACCGGACAGCGATTTCGAATACTCC
I AV VAVMOCZE KU®PHRTCPHTINMTSGNTITCUVYTCU?PGSGU?PDSDTFE Y S
TCGCAGTGGTAGCTGTTATGTGCAAGCCTCATCGTTGCCCCCACATCAATATGACGGGAAACATTTGCGTCTATTGCCCCGGCGGACCAGACAGTGATTTCGAATATTCT
I AV VAVMOCIE KU®PHRTCPHTINTFTS GNTITCVYCU?PGGU?PDSDTFE Y S
TTGCCGTGGTGGCTGTCATGTGCAAGCCGCATCGCTGTCCGCACATCAATTTTACGGGCAACATTTGCGTCTATTGCCCCGGCGGACCGGACAGCGATTTCGAGTACTCC
I AV VAVMOCZE KU®PHRTCPHTINTFTS GNTITCVYCU?PGGU?PDSDTFE Y S
TTGCTGTTGTGGCCGTGATGTGTARACCGCATCGTTGTCCGCACATCAATTTTACGGGCAACATTTGCGTCTATTGCCCCGGCGGACCGGACAGCGATTTCGAGTACTCC
I

A-———m GTACCGTTTATTTTT-CTATTTTTAAACTATTAATACTTTGCCACATAGATCGCGGTTGTTGCTGTGATGTGCAAGCCCCGTCGTTGTCCTCACATCAATATGACCGGCAACATATGTGTATATTGCCCGGGCGGACCAGACAGTGATTTCGAATACTCC
1 AV VvV AVvVMCI KU®PHU RTCPHTIWNMTSGNTIT CVYCUPGSGU®PD S DV FE Y S
A-———m GTACCGTTTATTTTT-CTATTTTTAAATTATTAATACTTTGCCACATAGATCGCGGTTGTTGCTGTGATGTGCAAGCCCCATCGTTGTCCTCACATCAATATGACGGGCAACATATGTGTATATTGCCCGGGCGGACCAGACAGTGATTTCGAATACTCC

I AV VAVMOCIE KU®PHRTCPHTINMTSGNTITCUVYCU?PGGU?PDSDTFE Y S
TATTT-ATTCCGTTTATTTTTTCTATTTTTAAACTATTAATACTTTGCCACATAGATCGCGGTTGTTGCTGTGATGTGCAAGCCCCATCGGTGTCCTCACATCAATATGACCGGCAACATATGTGTATATTGCCCGGGCGGACCAGACAGTGATTTCGAATACTCC
vV AV MCIKZPHIRTCPHTINDNMTSGNTITCVYCPGSGU®PD S DFE Y S
A-———— GTACCGTTTATTTTT-CTATTTTTAAACTATTAATACTTTGCCGCATAGATCGCGGTTGTTGCTGTGATGTGCAAGCCCCATCGTTGTCCACACATCAATATGACGGGCAACATATGTGTATATTGTCCGGGCGGACCAGACAGTGATTTCGAATACTCC
I AV VAVMOC CIE KUPHRTCPHTINMTSGNTITCUVYTCU?PGGU?PDSDTFE Y S
TATTT-ATTCCGTTTATTTTTTCTATTTTTAAACTATTAATACTTTGCCACATAGATCGCGGTTGTTGCTGTGATGTGCAAGCCCCATCGGTGTCCTCACATCAATATGACCGGCAACATATGTGTATATTGCCCGGGCGGACCAGACAGTGATTTCGAATACTCC
I AV VvV AVvVMCI KU®PHU RTCPHTIWNMTSGNTIT CUVYCU®PGSGU®PD S DUV FE Y S
TATTT-ATTCCGTTTATTTTTTCTATTTTTAAACTATTAATACTTTGCCACATAGATCGCGGTTGTTGCTGTGATGTGCAAGCCCCATCGGTGTCCTCACATCAATATGACCGGCAACATATGTGTATATTGCCCGGGCGGACCAGACAGTGATTTCGAATACTCC

Figura A.11 Alinhamento do gene Elongation Protein utilizado para andlises de selecdo positiva realizadas no PAML.
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D.melanogaster
D.mojavensis

D virilis
D.willistoni
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

D.melanogaster
D.mojavensis

D virilis
D.willistoni
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

0 0 1 1 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F N L F DNWURGDGIE XK I OQOULSOQVGET C€CTLRALTSGS OQN®PTZESDUVIE KI KT CTHOOULIKU®PDEI RTIST FEUVZ FILU®PTI Y QATI S KA ARSGDT A

TTCAACCTGTTCGACAACCGCGGAGATGGCAAAATTCAGCTGAGCCAGGTGGGCGAGTGTCTGAGGGCCCTGGGCCAGAACCCCACCGAGTCGGATGTCAAGAAGTGCACCCACCAGCTGAAGCCCGACGAGCGCATCTCGTTCGAGGTGTTCCTGCCCATCTATCAGGCGATCTCCAAGGCCCGCTCGGGCGATACGGC
F N L F DNURGUDG K I QL S QV GECULIZRALGO OQNU®PTESDV K K CTHZGQQULI KU®PUDEW RIS FEVV FILU®PTIY QATI S KA AIRSGDT A
TTCAACCTATTCGATAATCGCGGCGATGGCAAAATTCAGTTGAGCCAGGTGGGCGAATGCTTGCGTGCATTGGGCCAGAATCCCACCGAATCGGATGTGAAGAAGTGCACCCATCAGCTGAAGCCGGACGAGCGCATCTCGTTCGAGGTCTTTCTGCCCATCTATCAGGCCATATCGAAGGCGCGCTCCGGCGACACAGC
F N L F DNURGDG XK I QL S QV GECULIZRALGOQNU®PTESDV K K CTHOGQULI KU®PUDEW RISV FEVV FILUZPTI Y QA I S
TTCAATCTGTTTGACAATCGCGGCGATGGCAAGATACAGCTGAGCCAGGTGGGCGAGTGCCTGCGGGCACTGGGCCAGAATCCCACCGAGTCGGATGTGAAGAAGTGCACGCACCAGCTGAAGCCCGATGAGCGTATCTCGTTTGAGGTCTTTCTGCCCATCTATCAGGCCATATCGAAGGCGCGCTCCGGCGATACGGC
F N L FDNWURGDGIZ XTI OULSOQVGET CTLRALSGS OQN®PTZESDUVIE KI KT CTHOOULZ K s DEZRTIST FEUVF FILU®PTI Y QATI S KA ARSGDT A
TTCAATTTGTTCGACAATCGAGGTGATGGCAAAATCCAATTGAGCCAAGTGGGTGAATGTCTGCGTGCCTTGGGCCAAAATCCTACCGAATCGGACGTGAAGAAATGCACACACCAATTGAAATCGGATGAGAGGATCTCGTTTGAAGTCTTTTTGCCTATATATCAGGCGATATCAARAGGCACGCTCCGGCGACACCGC
F N L FDNWURGDG XTI OQULGOQUVGET CTLRALTGS OQN®PTZESDUVIEKI KT CTHOQQULZKU®PDET RTIST FEUVF FILUZPTI Y QATI S KA ARSGDT A
TTCAATCTGTTCGACAATCGCGGCGATGGCAAGATACAGCTGGGCCAGGTGGGAGAGTGTCTGCGCGCTTTGGGACAGAATCCCACCGAGTCGGATGTGAAGAAGTGCACACATCAGCTGAAGCCCGATGAGCGCATCTCGTTCGAGGTCTTTCTGCCCATCTACCAGGCGATTTCGAAGGCGCGCTCTGGCGATACGGC
F N L FDNWURGDGIE XTI OULSOQVGET C€CTLHRALSGS OQN®PTZ ESUDUVIEKI KT CTHOOQULZKU®PDET RTIST FEUVZ FILU®PTI Y QATI S KA ARSGDT A
TTCAACCTCTTCGACAATCGCGGTGATGGTAAAATCCAACTGAGTCAAGTGGGCGAGTGTTTGCGTGCACTCGGTCAGAATCCCACTGAATCGGATGTAAAGARATGCACTCACCAATTGAAGCCTGACGAACGGATTAGCTTCGAAGTTTTCTTACCTATCTATCAGGCGATTTCCAAGGCGCGTTCTGGCGATACTGC
F N L F DNURGUDG XK I QL S QV GECULIZRALGOQNU®PTESIDV K K CTHUGQQTULI KU®PUDEW RIS FEVV FILUZPTIY QA I S
TTCAATCTTTTCGACAATCGAGGTGATGGCAAAATCCAATTGAGTCAAGTAGGTGAGTGTCTGCGTGCACTAGGTCAAAATCCCACAGAATCGGATGTGAAAAAATGCACTCACCAATTGAAGCCGGACGAGCGCATCAGTTTCGAAGTTTTCCTACCTATCTACCAGGCGATCTCGAAGGCGCGTTCTGGTGATACTGC
F N L F DNURGDG XK I QL S QV GECULUZRALGOQNU®PTESDV K KCTHOGQQTULI KU®PUDEW RISV FEVV FILUZPTIY QA I S
TTCAATCTTTTCGACAATCGAGGTGATGGCAAAATCCAATTGAGTCAAGTAGGTGAGTGTCTGCGTGCACTAGGGCAAAATCCCACAGAATCGGATGTGAAAAAATGCACTCACCAATTGAAGCCGGACGAGCGCATCAGTTTCGAAGTTTTCCTACCCATCTACCAGGCGATCTCGAAGGCGCGTTCTGGTGATACAGC
F N L F DNWURGDGIE XTI OQULSQVGET CTLHRALTSGS QN®PTZESDUVIEKI KT CTHOQQULZKXKU®PDET RTIST FEUVFILU®PTIYQATI S KA ARSGIDT A
TTCAATCTTTTCGACAATCGAGGTGATGGCAAAATCCAATTGAGTCAAGTAGGTGAGTGTCTGCGTGCACTAGGTCAAAATCCCACAGAATCGGATGTGAAAAAATGCACTCACCAATTGAAGCCGGACGAGCGGATCAGTTTCGAAGTTTTCCTACCTATCTACCAGGCGATCTCGAAGGCGCGATCTGGTGATACTGC
F N L FDNWURGDG Z XK TIOULSOQUVGET CTLRALSGT OQN®PTZESUDUVIE KI KT CTHOOULKU®PDEU RTISZ FEUVV FIL?PTIYQATISZ KA ARSGTDT A
TTCAATCTTTTCGACAATCGAGGTGATGGCAAAATCCAATTGAGTCAAGTAGGTGAGTGTCTGCGTGCACTAGGTCAAAATCCCACGGAATCGGATGTGAAAAAATGCACTCACCAATTGAAGCCGGACGAGCGCATCAGTTTCGAAGTTTTCCTACCCATCTACCAGGCGATCTCGAAGGCGCGTTCTGGTGATACTGC
F N L FDNWIRGDGIZ XTI OULSOQUVGET CTLRALSGS OQN®PTZESDUVIE K KT CTHOOULZKU®PDEU RTIST FEUVV FIL®PTIYQATISZ KA ARSGT DT A
TTCAATCTTTTCGACAATCGAGGTGATGGCAAAATCCAATTGAGTCAAGTAGGTGAGTGTCTGCGTGCACTAGGGCAAAATCCCACAGAATCGGATGTGAAAAAATGCACTCACCAATTGAAGCCGGACGAGCGCATCAGTTTCGAAGTTTTCCTACCCATCTACCAGGCGATCTCGAAGGCGCGTTCTGGTGATACTGC
F N L F DNURGDG XK I QL S QV GECULUZRALGOQNU®PTESIDV K K CTHOGQQTULI KU®PUDEW RIS FEVV FILUZPTIY QA I S
TTCAATCTTTTCGACAATCGAGGTGATGGCAAAATCCAATTGAGTCAAGTAGGTGAGTGCCTGCGTGCACTAGGGCAAAATCCCACAGAATCGGATGTGAAARAATGCACTCACCAATTGAAGCCGGACGAGCGCATCAGTTTCGAAGTTTTCCTACCCATCTACCAGGCGATCTCARAAGGCGCGTTCTGGTGATACTGC

2
0 1 2 3 4
1 0 0 0 01
E G L R HF D KD AS G Y I 8 S A
TGATGATTTCATCGAAGGACTGCGTCACTTCGACAAGGACGCCAGCGGTTATATCTCCTCCGCC
D DF I E G L RHF DI KD AS G Y I S S A
CGACGATTTCATTGAGGGCTTGCGCCATTTCGATAAGGATGCTAGTGGCTACATATCGTCCGCT
D DF I EGUL RUHY FDI KDA ASG Y I S S A
CGATGATTTCATTGAGGGATTGCGTCATTTCGATAAGGATGCCAGCGGCTATATATCATCCGCT

cunn
o

CGATGATTTCATTGAGGGTCTGCGCCATTTCGATAAGGATGCCAGCGGTTACATATCCTCGGCC
I s S A
CGATGATTTTATTGAGGGCTTGCGCCATTTCGATAAGGATGCCAGCGGTTATATATCATCTGCT
D DF I E G L RHF D KDAS GF I S S A
CGATGATTTCATTGAAGGTTTGCGTCATTTCGACAAAGATGCCAGCGGTTTCATTTCATCAGCT
D DF I E G L RHF DI KD AS S GF I S S A
TGATGATTTTATTGAAGGTCTGCGTCATTTTGACAAAGATGCAAGCGGTTTCATTTCCTCAGCC

TGATGATTTTATTGAAGGTCTGCGTCATTTTGACAAGGATGCAAGCGGTTTCATTTCCTCAGCC

TGATGATTTTATTGAAGGTCTGCGTCATTTTGACAAGGATGCAAGCGGTTTCATTTCCTCAGCC
D DF I E GL RHF D KD AS S GF I S S A
TGATGATTTTATTGAAGGTCTGCGTCATTTTGACAAGGATGCAAGCGGTTTCATTTCCTCAGCC
D DF I E G L RHF DI KDAS GF I S S A
TGATGATTTTATTGAAGGTCTGCGTCATTTTGACAAGGATGCAAGCGGTTTCATTTCCTCAGCC

I s S A
TGATGATTTTATTGAAGGTCTGCGTCATTTTGACAAGGATGCAAGCGGTTTCATTTCCTCAGCC

Figura A.12 Alinhamento do gene Myosin Light Chain utilizado para andlises de sele¢do positiva realizadas no PAML.
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D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis
D_virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis
D_virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l

A.obliqua_2

b

.sororcula_l

o

.sororcula_2

0 0 1 1 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

I EF NTAGHSNOQES G KV F G S L ETI K YKV KDYGULTULTEI KWNTODNTTLFTEVAVQDOQTLILEGTIL KU LSILEGNTF AP
ATTGAGTTCAACACAGCCGGACACTCCAACCAGGAGTCTGGAAAGGTCTTCGGCTCCCTGGAGACCAAGTACAAGGTCAAGGACTACGGCCTGACCCTCACCGAGAAGTGGAACACAGACAACACGCTGTTCACCGAGGTTGCTGTCCAGGATCAGCTCCTCGAGGGTCTGAAGCTGTCCCTGGAGGGCAACTTTGCTCC
I EF NTAGH S NQE S G XKV F G S L ETI XK YKV XKD Y GVLTULTEI KWNTIDNTTULUVFTEVAVYV QDQLILESGTLI KT LSTLESGNT FATP
ATTGAATTCAACACAGCTGGTCACTCGAACCAGGAATCGGGCAAGGTGTTTGGCTCCCTGGAAACCAAGTACAAGGTCAAGGATTATGGCCTTACTCTGACG TGGAACACAGAC, TCTGTTCACTGAGGTTGCTGTGCAGGATCAGCTGTTGGAGGGTCTCAAGCTGTCCCTCGAGGGCAATTTCGCACC
F A P
ATTGAATTCAACACAGCTGGACACTCGAATTTGGAGTCTGGCAAGGTGTTTGGTTCCCTGGAGACCAAATACAAGGTTAAGGATTATGGCCTCACTCTGACTGAGAAATGGAACACAGATAATACCCTTTTCACTGAGGTAGCTGTCCAGGATCAGCTGCTCGAGGGTCTGAAATTGTCGCTGGAAGGCAACTTTGCCCC
H S N Q E S G KV F G s L ETI KYXKV X DY GGL TULTEI KWNTUDNTTULUFTEV VAUV QDOQTILULETSGTLI KTLSLEGNTF AP
ATTGAATTCAACACAGCCGGCCATTCGAACCAGGAATCGGGCAAGGTATTCGGCTCCTTGGAGACGAAGTACAAGGTCAAGGATTATGGCCTAACCCTGACGGAG TGGAACACAGACAACACTCTCTTCACTGAGGTGGCTGTACAGGATCAGTTGCTCGAGGGCCTCAAGCTGTCGCTGGAAGGCAACTTTGCGCC
I EF NTAGHSNOQES G KV F G S L ETI K YKV KDYGULTULTEZ KWNTODNTTLYTEUVAVQDOQTLILEGTUL KU LSILEGNTF AP
ATTGAATTTAACACAGCTGGTCATTCGAATCAGGAGTCCGGCAAGGTCTTTGGCTCCTTGGAGACCAAGTATAAGGTCAAGGATTATGGCCTCACTTTGACGGAG TGGAACACAGACAATACACTGTACACCGAGGTCGCTGTACAGGATCAACTGCTCGAGGGCCTTAAGCTGTCGCTGGAGGGCAACTTTGCCCC
I EF NTAGHSNOQZE S G KV F G S L ETI K YKV KDYGUL S L TEHRWNTUDNTT LU FTEUV SV QDI KT LILESGTLI KT LA ATFEA ATTFAP
ATTGAATTCAACACAGCCGGTCACTCCAACCAGGAGTCTGGAAAAGTCTTCGGTTCTTTGGAGACAAAATACAAAGTTAAGGACTATGGCTTGAGTTTAACCGARAGATGGAACACAGACAACACTTTGTTCACCGAAGTGTCGGTCCAAGACAAGTTGCTGGAAGGATTGAAGCTTGCATTCGAAGCTACATTCGCTCC
I EF NTAGH S NQE S G XKV F G S 5L ETI Z XK YKV KDY GUL S F TE KWNTIDNTTULY S EV SV QD KLILUESGTLI KT LA ATFTEATTFATP
ATTGAATTCAACACAGCCGGCCATTCCAACCAGGAGTCTGGCAAAGTCTTTGGTTCTTTGGAGACTAAATACAAAGTTAAGGATTATGGCTTGAGCTTTACCGAGAAGTGGAACACAGACAACACTTTGTACTCTGAAGTGTCTGTCCAAGACAAGCTGCTGGAAGGCTTGAAATTGGCATTCGAAGCCACTTTCGCTCC
I EF NTAGH S NQE S G XV F G S 5L ETI Z XK YKV KDY GUL S F TEI KWNTIDNTIULY S EV SV QD KLILUESGTLI KT LA ATFTEATTFATP
ATTGAATTCAACACAGCCGGCCATTCCAACCAGGAGTCTGGCAAAGTCTTTGGTTCTTTGGAGACTAAATACAAAGTTAAGGATTATGGCTTGAGCTTTACCGAGAAGTGGAACACAGACAACACTTTGTACTCTGAAGTGTCGGTCCAAGACAAGCTGCTGGAAGGCTTGAAATTGGCATTCGAAGCCACTTTCGCTCC
I EF NTAGHSNOQZE S G KV F G S L ETI K YKV KDYGUL S FTEI KWNTODNTT LY SEV SV QDI KT LULESGTLI KT LA ATFEATTFATP
ATTGAATTCAACACAGCCGGGCATTCCAACCAGGAGTCTGGCAAAGTCTTTGGTTCTTTGGAGACTAAATACAAAGTTAAGGATTATGGCTTGAGCTTTACCGAGAAGTGGAACACAGACAACACTTTGTACTCTGAAGTGTCTGTCCAAGACAAGCTGCTGGAAGGCTTGARATTGGCATTCGAAGCCACTTTCGCTCC
I EF NTAGHSNOQZES G KV F G S L ETI K YKV KDYGUL S FTEI KWNTODNTT LY S EUV SV QDI KTLULESGTLI KT LA ATFEA ATTFAP
ATTGAATTCAACACAGCTGGCCATTCCAACCAGGAGTCTGGCAAAGTCTTTGGTTCTTTGGAGACTAAATACAAAGTTAAGGATTATGGCTTGAGCTTTACCGAGAAGTGGAACACAGACAACACTTTGTACTCTGAAGTGTCTGTCCAAGACAAGCTGCTGGAAGGCTTGARATTGGCATTCGAAGCCACTTTCGCTCC
I EF NTAGHSNOQZE S G KV F G S L ETI K YKV KDYGUL S FTEI KWNTODNTT LY S EV SV QDI KTLULESGTLI KT LA ATFEA ATTFATP
ATTGAATTCAACACAGCCGGGCATTCCAACCAGGAGTCTGGCAAAGTCTTTGGTTCTTTGGAGACTAAATACAAAGTTAAGGATTATGGCTTGAGCTTTACCGAGAAGTGGAACACAGACAACACTTTGTACTCTGAAGTGTCTGTCCAAGACAAGCTGCTGGAAGGCTTGAAATTGGCATTCGAAGCCACTTTCGCTCC
I EF NTAGH S NQE S G XV F G S 5L ETI Z XK YKV KDY GL S F TEI KWNTDNTTULY S EV SV QD KLILESGTLI KT LA ATFTEATTFAUP
ATTGAATTCAACACAGCTGGCCATTCCAACCAGGAGTCTGGCAAAGTCTTTGGTTCTTTGGAGACTAAATACAAAGTTAAGGATTATGGCTTGAGCTTTACCGAGAAGTGGAACACAGACAACACTTTGTACTCTGAAGTGTCTGTCCAAGACAAGCTGCTGGAAGGCTTGAAATTGGCATTCGAAGCCACTTTCGCTCC

2 2 3 3 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0

0 0 0 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01 0 0 0 0

Q 5 G |-—> intron <===== | N KX NG K F K V A Y GHENUV KA AD S DV N TIIDTZLIEKGZPTULTIN A
TCAGTCT! AACAAGAACGGCAAGTTCAAGGTTGCCTACGGCCATGAGAACGTCAAGGCCGATTCGGATGTGAACATTGATCTGAAGGGCCCCTTGATCAATGCC
Q s G N K N G K F KV S Y GHENUVEKADS DV NTIUDTILIE KGU?PILINA
ACAGTCGGGC AACAAGAACGGCAAGTTCAAGGTTTCGTACGGTCATGAGAATGTCAAGGCCGATTCGGATGTCAACATTGACCTGAAGGGTCCCTTGATCAACGCA
Q s G N K $ G K F KV AY GHENUVEKADS DV NTIUDTILIE KTGU?PILINA
ACAATCGGGC AACAAGAGTGGCAAATTCAAGGTCGCTTATGGCCATGAGAATGTTAAGGCCGATTCCGATGTCAACATTGATCTGAAGGGTCCCTTGATCAATGCT
ACAGTCGGGC! AACAAGAACGGCAAGTTCAAGGTTGCGTACGGTCATGAGAATGTCAAGGCCGATTCGGATGTCAATATTGACCTGAAGGGTCCCTTGATCAATGCC
CCAGTCTGGC: AATAAGAGTGGCAAATTCAAGGTTGCCTACGGACATGAGAATGTCAAGGCCGATTCGGACATCAATATTGATCTGAAGGGTCCATTGATCAATGCA
Q S G N K T G K F KA A Y GHENVI KV DS DV DNV DILNDNGZ®PTULTINA
TCAATCTGGC: AACAAAACTGGCAAGTTCAAGGCTGCCTACGGTCACGAAAATGTTAAAGTCGATTCGGACGTGAATGTTGATCTGAATGGTCCACTGATTAACGCT
Q s G N K T G K F KAAY GHENUVQVDSDVHV DI LNGU?PIL INA

CCAATCTGGGTGAGTACAATGTATAGCTGATTTAGTG---AATGTATAAACATATATTGAATATCTATTCCAAATTCATAATCTGTGTTCTT-—-AATTTTGCAGCAACAAAACTGGCAAGTTCAAGGCTGCCTACGGCCATGAAAATGTCAAGGTCGATTCAGACGTTAATGTTGATCTGAACGGTCCACTTATCAACGCT
T G K F KAAY GHENVQV DS DV HVDILNSGZ®PTILTINA
CCAATCTGGGTGAGTACAATGTATAGCTGATTTAGTGTATAATGTATAAACATATATTGCTTATCTATTCCAAATTAATAATCTGTGTTCTTCCTAATTTTGCAGCAACAAAACTGGCAAGTTCAAGGCTGCCTACGGCCATGAAAATGTCAAGGTCGATTCAGACGTTAATGTTGATCTGAACGGTCCACTTATCAACGCT

S G N K T G K F KAAY GHENUVQVDSDVHV DI LNGU?PILINA
CCAATCTGGGTGAGTACAATGTATAGCTGATTTAGTG---AATGTATAAACATATATTGATTATCTATTCCARATTCATAATCTGTGTTCTT-~-AATTTTGCAGCAACAAAACTGGCAAGTTCAAGGCTGCCTACGGCCATGAAAATGTCAAGGTCGATTCAGACGTTAATGTTGATCTGAACGGTCCACTTATCAACGCT
5 G N K T G K F KA A Y GHENWVOQVD S DV HVDILNDNGZ®PTULTINA

CCAATCTGGGTGAGTACAATGTATAGCTGATTTAGTG---AATATATAAACATATATTGATTATCTATTCCARATTCATAATCTGTGTTCTT-~-AATTTTGCAGCAACAAAACTGGCAAGTTCAAGGCTGCCTACGGCCATGAAAATGTCAAGGTCGATTCAGACGTTAATGTTGATCTGAACGGTCCACTTATCAACGCT

CCAATCTGGGTGAGTACAATGTATAGCTGATTTAGTGTATAATGTATAAACATATATTGCTTATCTATTCCARATTCATAATCTGTGTTCTTCTTAATTTTGCAGCAACAAAACCGGCAAGTTCAAGGCTGCCTACGGCCATGAAAATGTCAAGGTCGATTCAGACGTTAATGTTGATCTGAACGGTCCACTTATCAACGCT
K A A Y GHENUVQVDSDVHVDILNGU?PILINA
CCAATCTGGGTGAGTACAATGTATAGCTGATTTAGTG---AATATATAAACATATATTGATTATCTATTCCAAATTCATAATCTGTGTTCTT-—--AATTTTGCAGCAACAAAACTGGCAAGTTCAAGGCTGCCTACGGCCATGAAAATGTCAAGGTCGATTCAGACGTTAATGTTGATCTGAACGGTCCACTTATCAACGCT

Figura A.13a Alinhamento do gene Porin utilizado para andlises de selecdo positiva realizadas no PAML.
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Figura A.13b Alinhamento do gene Porin utilizado para anélises de selec@o positiva realizadas no PAML.

.grimshawi
.pomonella

. fraterculus_1
. fraterculus_2
.obliqua_1l
.obliqua_2
.sororcula_l

.sororcula_2

4

1 2 3

0 0 0
S AV L G Y Q G W L A G Y
TCTGCCGTGCTTGGCTACCAGGGATGGTTGGCCGGCTAC
S AV L G Y QG W L A G Y
TCTGCTGTGCTGGGCTACCAGGGCTGGTTGGCTGGCTAT
s AV L G Y Q G W L A G Y
TCGGCTGTTTTGGGTTATCAGGGCTGGTTGGCTGGCTAC
S AV L G Y Q G W L A G Y
TCTGCCGTGCTGGGCTACCAGGGCTGGTTGGCCGGTTAT
S AV L GY Q G W L A G Y
TCTGCTGTGCTTGGCTACCAGGGCTGGTTGGCCGGCTAT
S AV L G Y E G W L A G Y
TCAGCTGTTTTGGGTTATGAAGGCTGGTTGGCTGGTTAC
s AV L G Y E G W L A G Y
TCAGCTGTTTTGGGTTATGAGGGTTGGTTAGCCGGTTAC
s AV L G Y E G W L A G Y
TCAGCTGTTTTGGGTTATGAGGGTTGGTTAGCCGGTTAC
S AV L G Y E G W L A G Y
TCAGCCGTTTTGGGTTATGAGGGTTGGTTAGCCGGTTAC
S AV L G Y E G W L A G Y
TCAGCTGTTTTGGGTTATGAGGGTTGGTTAGCCGGTTAC
S AV L G Y E G W L A G Y
TCAGCTGTTTTGGGTTATGAGGGTTGGTTAGCCGGTTAC
S AV L G Y E G W L A G Y
TCAGCTGTTTTGGGTTATGAGGGTTGGTTAGCCGGTTAC

91



Anexos

D.melanogaster
D.mojavensis
D.willistoni

D virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

D.melanogaster
D.mojavensis
D.willistoni

D virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

0 0 1 1 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T GDEMV FADTYXMI KIUL VDDV IYEVYGZKULITWURIQGDU DTII KILESGANASAETEA ADESGTUDTITSESGV DV VL NHIRTILT

ACCGGCGACGAGATGTTTGCCGACACCTACAAGATGAAGCTGGTGGATGATGTGATCTACGAGGTGTACGGAARAGCTGATCACCCGCCAGGGTGACGATATCAAGCTGGAGGGCGCCAACGCATCCGCCGAGGAGGCCGACGAGGGCACTGATATCACCTCGGAGTCTGGCGTGGATGTTGTGCTTAACCACCGACTGAC
Y KM NLADUDUVIYEVZFGSULVTRNOQDNINTIUVILASGANUPSAETEET DI ESGADA ASUVES GV DV V L N H
ACTGGGGACGAGATGTTCACAGATACGTATAAAATGAATTTGGCCGATGATGTTATCTATGAAGTATTTGGCAGTTTGGTTACACGCAATCAGGACAACATCGTGCTGGCCGGTGCCAATCCATCGGCTGAGGAGGAGGACGAGGGCGCCGATGCGTCTGTCGAAAGCGGCGTCGACGTGGTATTGAATCATCGACTGCA
s R T Q DD I QL AG S NUP S AEZEA ASESGTTUDTTTES GV DV V L NN R L Q
ACTGGTGACGAGATGTTCTCCGACACCTACAAAATGAAGCTGGTCGATGAGGTTATCTACGAGGTGTACGGTAAATTGATTTCCCGCACCCAGGACGATATCCAGCTTGCTGGCTCAAATCCATCAGCCGAGGAGGCCTCAGAGGGCACCGACACCACTACTGAGAGCGGTGTTGATGTTGTCCTTAACAATCGTCTGCA
T G b EMUVFTDTYKMNILUVVDIDUVIYEV Y G XKL VS RNOQDNTIVILAGANUZPSA AETZEA ADETSGTESA AV ES GV DV I L NUHZ RTILQ
ACCGGAGATGAGATGTTCACGGACACGTACAAAATGAACTTGGTCGACGATGTTATTTACGAAGTGTACGGAAAACTGGTCAGTCGTAATCAGGACAATATTGTGCTGGCTGGTGCCAATCCATCGGCCGAGGAGGCCGATGAGGGCACCGAATCAGCCGTAGAAAGTGGCGTTGATGTCATATTGAACCATCGTCTGCA
T GDEMV FADTYXMI KLV DEVIYEVYGZKULTI SRS QGDTIOQLAGSNZPSAETEA ADETGTUDA ATTESGV DV VMNUHEHR RTILM
ACCGGCGACGAGATGTTCGCAGACACCTACAAAATGAAACTGGTCGACGAGGTTATCTACGAAGTCTATGGAAAATTAATCAGTCGCAGCCAAGGCGACATTCAGTTGGCCGGATCCAATCCGTCGGCAGAGGAAGCCGATGAGGGCACGGATGCGACTACAGAGTCTGGCGTTGATGTCGTTATGAATCATCGTCTGAT
T GDEMV FADTYXMI KL VD EVIYEVYGZKUL VT RSQGETINTIDSGT FNZPSAETEA ADETS GTUDSAVES GV DV VL NHIRTILQ
ACCGGTGACGAAATGTTTGCCGATACCTACAAAATGAAATTGGTGGATGAAGTTATTTACGAAGTTTACGGTAAACTAGTCACCCGTTCTCAAGGTGAAATAAATATCGATGGCTTCAACCCATCGGCTGAAGAAGCCGATGAGGGCACCGATTCCGCCGTCGAATCTGGCGTCGATGTGGTCTTAAACCATCGTCTCCA
T GDEMV FADTYXMI KTILVDEVTIZXZEVYGZKUL VT RSHGDINTIZESGTFNZPSAETEA ADES GTUDSAVES GV DV VL S HZRTILQ
ACTGGTGACGAAATGTTCGCCGATACCTATAAAATGAAACTGGTAGATGAAGTTATT-ACGAAGTTTACGGTAAACTAGTAACCCGTTCTCATGGAGATATTAATATCGAGGGCTTCAACCCATCGGCTGAGGAGGCCGATGAGGGCACCGATTCCGCCGTCGAGTCTGGCGTCGATGTGGTCTTAAGTCATCGCCTGCA
T G b EMVFADTYKMI KLV DEVIYEVY G XKL VT®RSHGETINTIZESGT FNUPSAEZEA ADETSGTU DSAUVES GV DV VL NUHU RTL Q
ACTGGTGACGAAATGTTCGCCGATACATATAAAATGAAATTGGTAGATGAAGTTATTTACGAAGTTTACGGTAAACTAGTAACCCGTTCTCATGGAGAAATTAATATCGAAGGCTTCAACCCATCGGCTGAGGAGGCCGATGAGGGCACCGATTCCGCCGTCGAGTCTGGCGTCGATGTGGTCTTAAATCATCGCCTGCA
H
ACTGGTGACGAAATGTTCGCCGATACATATAAAATGAAATTGGTAGATGAAGTTATTTACGAAGTTTACGGTAAACTAGTAACCCGTTCTCATGGAGAAATTAATATCGAAGGCTTCAACCCATCGGCTGAGGAGGCCGATGAGGGCACCGATTCCGCCGTCGAGTCTGGCGTCGATGTGGTCTTAAATCATCGCCTGCA
EMFADTYIKMZ KULVDEVIYZEVYSGIEKI LV T RSHSGETINTIZETG GTFNU®PSAETEADETSGTT DSAVES GV DV VL NUHUEHEIL Q
ACTGGTGACGAAATGTTCGCCGATACCTATAAAATGAAACTGGTAGATGAAGTTATTTACGAAGTTTACGGTAAACTAGTAACCCGTTCTCATGGAGAAATTAATATCGAAGGCTTCAACCCATCGGCTGAGGAGGCCGATGAGGGCACCGATTCCGCCGTCGAGTCTGGCGTCGATGTGGTCTTAAATCATCACCTGCA
T GDEMV FADTYXMI KIULVDEVIYEVYGZKUL VT RSQGDTINTIZESGTFNZPSAETEA ADETSGTUDSAVES GV DV VL NHIR RTILQ
ACTGGTGACGAAATGTTCGCCGATACCTATAAAATGAAACTGGTAGATGAAGTTATTTACGAAGTTTACGGTAAACTAGTAACCCGTTCTCAGGGAGATATTAATATCGAAGGCTTCAACCCTTCGGCTGAGGAGGCCGATGAGGGCACCGATTCCGCCGTCGAGTCTGGCGTCGATGTGGTCTTAAATCATCGCCTGCA
T GDEMV FADTYXMI KL VDEVIYEVYGZKUL VT RSQGDTINTIZESGTFNZPSAETEA ADETS GTUDSAVES GV DV VL NHIR RTILDQ
ACTGGTGACGAAATGTTCGCCGATACCTATAAAATGAAACTGGTAGATGAAGTTATTTACGAAGTTTACGGTAAACTAGTAACCCGTTCTCAGGGAGATATTAATATCGAAGGCTTCAACCCTTCGGCTGAGGAGGCCGATGAGGGCACCGATTCCGCCGTCGAGTCTGGCGTCGATGTGGTCTTARATCATCGCCTGCA

2 2 3 3 3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0 0 0 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01 0 0 0

ECFAPF GDIKIKSYTUL YL XK DYMTZ KT KU VL AZ XKTLETEI KS®PDOQUVDTIZFKTNMNIZEKAMTE KT DTITZLSGHRT FIZ KETLJOQTFTFTG GESMTDC
GGAGTGCTTCGCCTTCGGCGACAAGAAGTCGTACACCCTCTACCTGAAGGACTACATGAAGAAGGTGCTGGCCAAGCTGGAGGAGAAGTCGCCCGACCAGGTCGACATCTTCAAGACCAACATGAACAAGGCCATGAAGGACATCCTTGGCCGCTTCAAGGAGCTGCAGTTCTTCACCGGCGAATCTATGGACTGC
E s FAFTDIKI K SV FTIL YL KDYMZ K KV VL EHTILSOQQOQTAPA AEV VDV VL KTNMNIZE KA AMTE K DTIIULSGHRT FIZ KETLUGQTFT FTGE S MTDTI
GGAGTCGTTTGCCTTTACCGACAAGAAGTCCTTCACGCTCTACCTCAAGGACTACATGAAAAAGGTGCTCGAGCATCTGCAGCAGACTGCTCCGGCAGAGGTCGATGTCCTGAAGACCAACATGAACAAAGCGATGAAGGACATTCTCGGGCGATTCAAGGAACTGCAGTTCTTCACTGGCGAATCAATGGACATC

R F K E
AGAATGCTTTGCTTTTGGCGATAAGAAATCCTACACTCTCTACCTCAAGGATTACATGAAGAAGGTTCTGGCCARATTGGAAGAGAATGCACCCGACCAGGTTGATGTATTCAAGACCAACATGAACAAAGCCATGAAGGACATTTTGGGCCGTTTTAAGGAGCTGCAATTCTTCACCGGCGAGTCGATGGACTGC

GGAATCATTTGGTTTCGCAGACAAGAAGTCTTTCACTCTCTACCTTAAGGAATATATGAAGAAGGTGCTAGAGCATTTGCAGGAGAATGCACCCAACGAAGTGGACGTGCTCAAAACCAACATGAACAAGGCAATGAAGGATATTCTGGGCAGATTCAAGGAATTGCAATTCTTTACAGGCGAGTCAATGGACGTC
E s F AF GDXKIKS Y TULYLXKUDYMZ KT KV VILEZ KT LAOQEZ K S®PDOQOQVDVZFZXKTNMNIZ KA AMMTE KT DTIILSGHRT FIEKETLUOQTFT FTSGES MDYV
GGAATCATTTGCCTTCGGCGACAAGAAATCCTACACCCTATACCTGAAGGATTACATGAAGAAGGTGCTAGARAAGCTGCAGGAGAAATCACCCGACCAGGTTGATGTCTTCAAAACCAACATGAACAAAGCCATGAAGGATATTCTTGGCCGTTTCAAGGAGCTGCAATTCTTCACTGGCGAATCGATGGACGTC
ECFAPF GDI K KSVF¥FTZL YL XK DYMZ KT KV VL AZ KTLETENAPUDSZGQQTIEVZFIKTNMNZEKUVMZE KXKETITLSGHRT FIKUDTILSOQTFYTGESMTDC
GGAGTGCTTCGCATTCGGTGACAAAAAGTCGTTCACACTCTACCTCAAAGACTATATGAAGAAGGTGCTGGCCAAGTTGGAGGAGAATGCTCCCGATCAAATTGAAGTTTTCAAGACCAACATGAATAAGGTAATGAAGGAAATCCTTGGCCGCTTCAAAGACTTGCAGTTCTACACTGGCGAATCAATGGACTGC

DK K S F TJL YL KDY M KK VL AIKTILEENAPU DOV VDV FKTNMNIE KV VMIZE KETITZLSGHR RTEFIEKUDTILOQTFYTSGE S MDC
GGAGTGCTTCGCATTCGGTGACAAAAAGTCGTTCACACTCTACCTCAAAGACTACATGAAGAAGGTGCTGGCCAAGTTAGAGGAAAACGCCCCTGACCAAGTTGATGTTTTCAAGACCAACATGAACAAGGTAATGARAGAAATCCTTGGACGTTTCAAAGACTTGCAATTCTACACCGGAGAATCAATGGACTGC
ECFAF GDI K KSVFTIL YL XKDNMMTEKT KU VL AZ KTLETENAPUDZGQQVDVVFKTNMNZEKVMZE KTETITLSGHRTFIKUDTILOQTFYTSGESMTDC
GGAGTGCTTCGCATTCGGTGACAAAAAGTCGTTCACACTCTACCTCAAAGACAACATGAAGAAGGTGCTGGCCAAGTTAGAGGAAAACGCCCCTGACCAAGTTGATGTTTTCAAGACCAACATGAACAAGGTAATGAAAGAAATCCTTGGACGTTTCAAAGACTTGCAATTCTACACCGGAGAATCAATGGACTGC
ECFAVF GDXK XK S ¥ TL YL KDYMI K KV L AI KILETENAPUDUSGQQV VDV F XK TNMNIZ KV VMIE KT ETITLSGH RT FIZ KUDILOGQTFYTSGESMTDC
GGAGTGCTTCGCATTCGGTGACAAAAAGTCGTTCACACTCTACCTCAAAGACTACATGAAGAAGGTGCTGGCCAAGTTAGAGGAAAACGCCCCTGACCAAGTTGATGTTTTCAAGACCAACATGAACAAGGTAATGAAAGAAATCCTTGGACGTTTCAAAGACTTGCAATTCTACACCGGAGAATCAATGGACTGC

GGAGTGCTTCGCATTCGGTGACAAAAAGTCGTTCACACTCTACCTCAAAGACTACATGAAGAAGGTGCTGGCCAAGTTAGAGGAAAACGCCCCTGACCAAGTTGATGTTTTCAAGACCAACATGAACAAGGTAATGAAAGAAATCCTTGGACGTTTCAAAGACTTGCAATTCTACACCGGAGAATCAATGGACTGC
L EENAPUDSOQUVDVFKTNMNIZE KU VMZE KETITLGRF K D
GGAGTGCTTCGCATTCGGTGACAAAAAGTCGTTCACACTCTACCTCAAAGACTACATGAAGAAGGTGCTGGCCAAGTTAGAGGAAAACGCCCCTGACCAAGTTGATGTTTTCAAGACCAACATGAACAAGGTAATGAAAGARAATCCTTGGACGTTTCAAAGACTTGCAATTCTACACCGGAGAATCAATGGACTGC
ECFAF GDI K KSVFTIL YL KDJYMZ KT KV VL AZ KTLETENAPUDZGQQVDVFKTNMNZEKVMZE KTETITLSGHRTFIKUDILSOQTFYTSGESMTDC
GGAGTGCTTCGCATTCGGTGACAAAAAGTCGTTCACACTCTACCTCAAAGACTACATGAAGAAGGTGCTGGCCAAGTTAGAGGAAAACGCCCCTGACCAAGTTGATGTTTTCAAGACCAACATGAACAAGGTAATGARAAGARAATCCTTGGACGTTTCAAAGACTTGCAATTCTACACCGGAGAATCAATGGACTGC

Figura A.14 Alinhamento do gene Translationally Controlled Tumor Protein utilizado para andlises de sele¢do positiva realizadas no PAML.
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Figura A.15 Alinhamento do gene TroponinC utilizado para andlises de sele¢@o positiva realizadas no PAML.

0 0 1 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
v L Q KA F NS F DUHOQZKTSGSTI©PTEMVADTIULRILMGS O®PTFDI K KTITULEETLTIEE V DE

GTGCTCCAGAAGGCGTTCAACAGCTTCGATCACCAGAAGACTGGCTCCATCCCCACCGAGATGGTCGCCGACATACTGCGCCTGATGGGTCAGCCCTTCGACAAGAAGATCCTGGAGGAACTGATC! TCGATGAG
v L Q KA FNSFDUHOQZKTSGSTIU®PTEMVADTIIU LR RILMSGO Q®PTFDI KT KTIULETZETLTIEE V DE

GTGCTCCAGAAGGCATTCAACAGCTTTGATCACCAGAAAACTGGCAGCATCCCCACCGAGATGGTTGCTGATATCCTGCGCCTTATGGGTCAACCCTTCGATAAG. TCTTGGAGGAACTGATCGAGGAAGTTGACGAA
v L Q KA F NS FDUHOQZ KTSGSTIU®PTEMVADTITU LR RILMSGO Q®PTFDI KT KTIULETETLTIEE V DE

GTGCTCCAGAAGGCATTCAACAGCTTCGATCATCAGAAAACTGGCAGCATACCCACCGAAATGGTTGCCGATATTCTGCGTCTGATGGGTCAGCCCTTCGAC GATTCTG! G, TGATC! GAGGTCGATGAG

F N S F DHOQKXK TGS I?P?PTEMVADTIULU RILMMGO Q?®PT FDI K KIILETETLTITEZE VD
GTGCTCCAGAAGGCGTTCAACAGCTTCGATCATCAAAAGACTGGCAGCATACCCACCGAAATGGTTGCCGATATTCTCCGTTTGATGGGTCAGCCCTTCGAC GATCTTG! G, TGATC! GAGGTTGACGAA

vV L Q KA F NS FDHOQZ KTSGS s I?PTEMVADTITULRILMMGO QZ®PT FDI K KTITLETETLTIUDEV DE
GTGCTCCAAAAGGCATTCAACAGTTTTGATCACCAAAAGACTGGCAGCATACCCACCGAAATGGTGGCCGATATTCTCCGTCTCATGGGTCAGCCCTTCGACAAGAAGATTCTTGAGGAGCTGATCGATGAGGTCGATGAG
v L Q KA F NS F DUHOQZKXTSGSTIU®PTEMVADTITU LR RILMSGO Q®PTFDI KT KTITULETETLTIDE V DE
GTGCTCCAGAAAGCTTTTAATAGCTTCGACCACCAGAAAACCGGTAGTATCCCTACAGAAATGGTGGCGGACATTCTGCGTTTGATGGGCCAACCCTTCGATAAGAAAATTTTGGAGGAACTCATCGATGAAGTTGATGAA
v L Q KA F NS FDUHOQZ KTSGSTIU®PTEMVADTITULR RILMSGO QP FDI KT KTILEZETLTIEE V DE

GTGCTGCAGAAAGCTTTTAATAGCTTCGATCACCAGAAAACCGGTAGCATCCCTACGGAAATGGTGGCGGATATTCTGCGATTGATGGGCCAACCCTTCGATAAG. TTTTGGAGGAACTCATCGAAGAAGTGGATGAA
v L Q KA F NS FDUHOQZKXTSGSTIU®PTEMVADTITU LR RILMSGO Q®PTFDI K KTIIULEZETLTIEE V DE
GTGCTGCAGAAAGCTTTTAATAGCTTCGATCACCAGAAAACCGGTAGCATCCCTACGGAAATGGTGGCGGATATTCTGCGGTTGATGGGCCAACCCTTCGAT. TTTT. G, TCATC! G. TGGATGAA
vV L Q KA F NS FDHOQZ KTGS s I?PTEMVADTIIULRILMMGO QZ®PT FDI K KTITLETETLTITEEV DE
GTGCTGCAGAAAGCTTTTAATAGCTTCGATCACCAGAAAACCGGTAGCATCCCTACGGAAATGGTGGCGGATATTCTGCGGTTGATGGGCCAACCCTTCGAT. TTTT. G. TCATC! G. TGGATGAA
F DHOQ K T G s I p TEMVADTITULRILMMGO OQZ®PT FDI KI KTITLETETLTITE E
GTGCTGCAGAAAGCTTTTAATAGCTTCGATCACCAGAAAACCGGTAGCATCCCTACGGAAATGGTGGCGGATATTCTGCGGTTGATGGGCCAACCCTTCGAT. TTTT. G, TCATC! G. TGGATGAA
Vv L Q KA F NS F DUHOQZKXTSGSTIU®PTEMVYVADTITULR RILMMSGO Q®PTFDI K KTILEETLTIEE V DE
GTGCTGCAGAAAGCTTTTAATAGCTTCGATCACCAGAAAACCGGTAGCATCCCTACGGAAATGGTGGCGGATATTCTGCGGTTGATGGGCCAACCCTTCGATAAG. TTTTAGAGGAACTCATCGAAGAAGTGGATGAA
Vv L Q KA F NS F DUHOQZKXTSGSTIU®PTEMVADTITU LR RILMMSGO QP FDI K KTILEETLTIEE V DE
GTGCTGCAGAAAGCTTTTAATAGCTTCGATCACCAGAAAACCGGTAGCATCCCTACGGAAATGGTGGCGGATATTCTGCGGTTGATGGGCCAACCCTTCGATAAG. TTTTAGAGGAACTCATCGAAGAAGTGGATGAA
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D.melanogaster
D.mojavensis
D.willistoni

D virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

D.melanogaster
D.mojavensis
D.willistoni
D_virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

0 0 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T S L L R A I A |--—> intron <—====

ACGTCGCTCCTGCGCGCCATCGCC

T H L L R s I A
ACGCATCTGTTGCGCTCAATTGCC

T H L L R A I A
ACGCATCTATTGCGTGCTATCGCT

I
ACGCACCTCTTGCGCGCTATCGCT

T H L L R S I A

ACGCATCTCTTGCGCTCAATCGCT
v P F L R T I A
GTCCCATTCCTTCGTACAATTGCA

2

6 7 8 9 0
0 0 0 0 0
K R G Y AT - - C P R P V G
CGAGGCTACGCCACC-————- TGCCCGCGTCCCGTCGG

K R G Y AT - - C PR L V G
CGCGGTTATGCGACC—— —TGCCCACGCCTCGTCGG
AT - - vV G
ACGAGGCTATGCGACC-————~ TCTCCCCGGCCAGTGGG
ACGCGGTTATGCCACC- ~TGCCCACGCCTCGTCGG
K R G Y AT - - C P R L V G
AAACGCGGTTATGCCACC-————~ TGCCCACGTCTCGTTGG

K R GL ATNOQTCUPRPIL G

A P F L R

GCGCGGTTTGGCCACAAACCAATGTCCTCGACCATTGGG
G L A T N Q P R P L G

GCGCCCTTCCTCCGTTCTATTGCAGTAAGTTTTATTAGAAATGAAGTAACATTTTGCTAACCCAAAATTCTACAACCGTGGTTACGTAAAACTTTTAACTTCCATATGTCATTTTGTACTTATGATTTATGAAAAATTGTTTTTT-ATCGAACTACAG-AAACGCGGTTTGGCCACAARACCAGTGTCCTCGTCCATTGGG

A P F L R S I A

K R GL ATNOQTCZPRPIL G

GCGCCCTTCCTCCGTTCTATTGCAGTAAGTTTTATTAGAAATGAAGTAACATTTTGCTAACCCAAAATTCTACAACCGTGGTTACGTAAAACTTTTAACTTCCATATGTCATTTTGTACTTATGATTTATGAAAAATTGTTTTTT-ATCGAACTACAG-AAACGCGGTTTGGCCACARACCAGTGTCCTCGTCCATTGGG

A P F L R S I A

K R G L A TN R C P R P L G

GCGCCCTTCCTCCGTTCTATTGCAGTAAGTTTTATTAGAAATGAAGTAACATTTTGCTAACCCAAAATTCTACAACCGTGGTTACGTAAAACTATTAACTTCCGTATGTCATTTTTTACATATGATTTATGAAAAATTGTTTTTTTATCGCATTACAG-AAACGCGGTTTGGCCACGAACCGGTGTCCACGTCCATTGGG

A

R

GCGCCCTTCCTCCGTTCTATTGCAGTAAGTTTTATTAGAAATGAAGTAACATTTTGCTAACCCAAAATTCTACAACCGTGGTTACGTAAAACTATTAACTTCCGTATGCCATTTTTTACATATGATTTATGAGAAATTGTTTTTT-ATCGAATTACGG-AAACGCGGTTTGGCCACGAACCAGTGTCCTCGTGCATTGGG

A P F L R

R P L G

GCGCCCTTCCTCCGTTCTATTGCAGTAAGTTTTATTAGAAATGAAGTAACATTTTGCTAACCCAAAATTCTACAACCGTGGTTACGTAAAACTATTAACTTCCGTACGTCATTTTGTACTTATGATTTATGAAAAATTGTTTTTT-ATCGAACTACAG-AAACGCGGTTTGGCCACARACCAGTGTCCTCGTCCATTGGG

A P F L R S I A

K R G L A S N R C P R P L G

GCGCCCTTCCTCCGTTCTATTGCAGTAAGTTTTATTAGAAATGAAGTAACATTTTGCTAACCCAAAATTCTACAACCGTGGTTACGTAAAACTATTAACTTCCGTATGTCATTTTGTACTTATGATTTATGAAAAATTGTTTTTT-ATCGAACTACTG-AAACGCGGTTTGGCCTCGAACCGGTGTCCTCGTCCGTTGGG

2
1 2 3 4 5 6
0 0 0 01 0 0
DL S A VNV KV L ENIZKTLV V A TAD A

CGACCTGTCCGCCGTGAACGTCAAGGTGCTGGAGAACAAACTGGTGGTAGCCACCGCCGATGCA
D T s P I AV NV L DNI KLV VA TATD A
CGACACCTCGCCCATCGCCGTCAACGTGCTGGATAACAAGCTGGTGGTGGCCACAGCTGATGCC
DA SAINVNUVILENZ KTLVV ATATDA
TGATGCCTCCGCCATCAATGTGAATGTGCTGGAAAACAAATTGGTGGTAGCCACTGCCGATGCC

P I NV NV L ENK L V V AT D A
CGACACTTCACCCATCAATGTCAACGTGCTCGAGAACAAGCTGGTCGTGGCCACAGCCGATGCC

CGACACTTCCGCCATCAATGTGAACGTTCTGGAGAACAAACTGGTTGTGGCCACAGCCGATGCC

A A E V K T T V L NN KL V V A T A E A
CCAGGCAGCTGAAGTGAAAACTACTGTGTTAAATAACAAATTAGTGGTTGCCACTGCCGAAGCC
Q P A EV K T TV L NNI KLV VA TAE A

CCAACCAGCTGAAGTT. CAACTGTGTTGAATAAC, TTGGTGGTTGCCACTGCTGAAGCT
Q PA E V K T TV L NNI KLV VA TAZE A
CCAACCAGCTGAAGTT. CAACTGTGTTGAATAAC, TTGGTGGTTGCCACTGCTGAAGCT

Q PA EV K T TV L NN KLV VA TAE A
CCAACCAGCTGAAGTTAAAACAACTGTGTTGAATAACAAATTGGTGGTTGCCACTGCTGAAGCT
Q P A E V K T TV L NN KLV V A T A E A
CCAACCAGCTGAAGTTAAAACAACTGTGTTGAATAACAAATTGGTGGTTGCCACTGCTGAAGCT
E
CCAACCAGCTGAAGTTAAAACAACTGTGTTGAATAACAAATTGGTGGTTGCCACTGCTGAAGCT
Q PA E V K T TV L NN KL V V AT E A
CCAACCAGCTGAAGTT. CAACTGTGTTGAATAAC, TTGGTGGTTGCCACTGCTGAAGCT

Figura A.16 Alinhamento do gene Ubiquinol Cytochrome Reductase utilizado para andlises de sele¢do positiva realizadas no PAML.
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Anexos

D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis

D virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis
D_virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l

A.obliqua_2

b

.sororcula_l

o

.sororcula_2

0 0 1 1 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R K R A E VR KU RMEEA AS KA AI KI KA AIZ KIE KGFMTU?PERIKIKKL R|[-—> intron Cmmmm |'L L L R K K
CGCAAGCGTGCTGAGGTGCGCAAGCGCATGGAGGAAGCCTCCAAGGCC, GGCCAAGAAGGGTTTCATGACCCC. GAAG! CTCAGG TTGCTGCTGCGTAAGAA
R K R A E VR KU RMEZEA AS KA AI KI KA AIZ KI K G FMTU?PERKIKKL R L L L R K K
CGCAAGCGTGCTGAGGTGCGCAAGCGCATGGAAGAAGCCTCCAAGGCC, GGCCAAGAAGGGTTTCATGACACCAGAAAGGAAGAAGAAACTCAGG TTGTTGCTCCGCAAGAA
R K R A E VR KU RMEEA AS KA AI KI KA AIZ KI K G FMTU?PERKIKKL R L L L R K K
CGCAAGCGCGCCGAGGTGCGCAAGCGCATG G, CCTCCAAGGCC GGC! G, GGCTTCATGACCC G. G. CTGC TTGTTGCTGCGCAAGAA
R K R A E V R KU RMEUEA AS KAI K KA AI K KGV FMTPEIRIKI KK L R L L L R K K
CGCAAGCGCGCCGAGGTGCGCAAGCGCATG G, CCTCCAAGGCC GGC! G. GGTTTCATGACCC G. G. CTCC TTGTTGCTGCGCAAGAA
R K R A E V R KU RMEUEA AS KAI K KA AI K KGV FMTUPEIRI KKK L R L L L R K K
CGCAAGCGTGCTGAGGTGCGCAAGCGCATG G. CCTCTAAGGCC GGC! G. GGTTTCATGACCC G. G. CTCCGG TTGTTGCTGCGCAAGAA
R K R A E VR KU RMEEA AS KA AI KI KA AIZ KU KGT FMTU?PERI KKK L R L L L R K K
CGCAAGCGTGCTGAAGTGCGCAAGCGTATGGAGGAAGCCTCCAAGGCT. GGCCAAGAAGGGTTTCATGACCCCAGAAAGGAAGAAGAAGCTTAGG TTGTTGCTCCGTAAAAA
R K R A E VR KU RMEEA AS KA AI KI KA AIZ KU KGT FMTU?PEIRZ KKK L R L L L R K K
CGCAAGCGTGCTGAGGTGCGCAAGCGTATGGAGGAAGCCTCCAAGGCT. GGCCAAG. GGTTTCATGACCCCAGAAAGGAAGAAGAAGCTTAGGGTGAGTGGAAAATCATTACATAAGTGATATTCAATCAACAT. TGCCTAATTTACAATATATTTTAATGCCCATTCCACAG--TTGTTGCTCCGTAAGAA
R K R A E VR KU RMEEA AS KA AI KI KA AIZ KU KGT FMTU?PEIRZ KKK L R L L L R K K
CGCAAGCGTGCTGAGGTGCGCAAGCGTATG G. CCTCCAAGGCT. GGC G. GGTTTCATGACCCCAGAAAGGAAGAAGAAGCTTAGGGTGAGTGGARAATCATTACATAAGTGATATTCAATGAACATAAATGCCTAATTTACAATATATTTTAATGCCCATTCCACAG--TTGTTGCTCCGTAAGAA
R K R A E V R KU RMUEUEA AS KAI K KA AI K KGV FMTUPEIRIKI K K L R L L L R K K
CGCAAGCGTGCTGAGGTGCGCAAGCGTATG G. CCTCCAAGGCT. GGC G. GGTTTCATGACCCCAGAAAGGAAGAAGAAGCTTAGGGTGAGTGGARAATCATGACATAAGTGATATTGAATGAACATAAATGCCTAATTTACAATATATTTTAATGCCCATTCCACAG--TTGTTGCTCCGTAAGAA
R K R A E V R KU RMEUEA AS KAI K KA AI K KGV FMTUPEIRIKI KK L R L L L R K K
CGCAAGCGTGCTGAGGTGCGCAAGCGTATG G. CCTCCAAGGCT. GGC G. GGTTTCATGACCCCAGAAAGGAAGAAGAAGCTTAGGGTGAGTGGARAATCATGACATAAGTGATATTGAATGAACATAAATGCCTAATTTACAATATATTTTAATGCCCATTCCACAG--TTGTTGCTCCGTAAGAA
R K R A E VR KU RMEEA AS KA AI KI KA AIZ KU KGT FMTU?PEIRZ KKK L R L L L R K K
CGCAAGCGTGCTGAGGTGCGCAAGCGTATGGAGGAAGCCTCCAAGGCTAAGAAGGCCAAG GGTTTCATGACCCCAGAAAGGAAGAAGAAGCTTAGGGTGAGTGGAAAATCATTACATAAGTGATATTCAATGAACAC TGCCTAATTTACAATATATTTTAATGCCCATTCCACAG--TTGTTGCTCCGTAAGAA
R K R A EV R K RMEEA ASZ KA AI KI KA AIZ KU KG G FMTU?PEIRZ KKK L R L L L R K K

CGCAAGCGTGCTGAGGTGCGCAAGCGTATGGAGGAAGCCTCCAAGGCTAAGAAGGCCAAG GGTTTCATGACCCCAGAAAGAAAGAAGAAGCTTAGGGTGAGTGAAAAATCATTACATAAGTGATATTCAATGAACAC TGCCTAATTTACAATATATTTTAATGCCCATTCCACAG--TTGTTGCTCCGTAAGAA

2 2 3 3 4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01 0 0 0 0
A A EEL K KE QER KA AAEU RIR RI RTITIETEIRT CGSU?PURNILSDAS E|[-—>

AGCCGCTGAGGAGCTGAAGAAAGAACAGGAACGCAAAGCGGCTGAACGTAGACGCATCATCGAAGAACGTTGCGGCAGTCCCAGGAATCTCAGCGATGCCAGCGA,
A A E EL K KE QERKAAEI RI R RTITIIETEH RTECSGSU?PIRNTILS DA S E
AGCCGCTGAGGAATTGAAGAAGGAACAGGAACGCAAAGCGGCTGAACGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGCAGTCCCAGGAATCTCAGTGATGCCAGCG.
A A E EL K KE QER KA AEU RIRI RTITIIETEI RTECSGSU?PIRNTILS DA S E
AGCCGCTGAGGAATTGAAGAAAGAGCAGGAACGCAAAGCGGCTGAACGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGCAGCCCCAGGAATCTCAGTGATGCCAGCG.

L s D A S E
AGCCGCTGAGGAATTGAAGAAAGAACAGGAACGCAAAGCGGCTGAACGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGCAGCCCCAGGAATCTCAGTGATGCCAGCGA,

AGCCGCTGAGGAATTGAAGAAGGAACAGGAACGCAAGGCGGCTGAACGCAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGCAGCCCCAGGAATCTCAGTGATGCCAGCGA,

A A EEL K KEQERI KA AAEU RI RI RTITIETEIRT CGSU?PURNTULS DA S E

AGCCGCTGAAGAGCTGAAGAAAGAACAAGAACGCAAAGCCGCTGAACGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGTAGCCCGAGAAATCTCAGCGACGCCAGCGA,

A A E EL K KE QERXKAAEI R R RTITIIETEH RTECSGSU?PIRNDNTILSDA S E
G

AGCCGCTGAAGAGCTGAAG. CAAGAACGCAAAGCCGCTGAGCGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGTAGCCCCAGAAATCTCAGCGACGCCAGTGAAGGTAACAATTCTGATTTTACGCATTAAGACTGTTTTTCATTTTAGAATCACAAC TTAAATTCTTTGAG. GTTTAC. TTTT
A A E EL K KEQEIREKAAEI RI R RTITIETEI RTCSGSPRNL S
AGCCGCTGAAGAGCTGAAG. GAACAAGAACGCAAAGCCGCTGAGCGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGTAGCCCCAGAAATCTCAGCGACGCCAGTGAAGGTAACAATTCTGATTTTACGCATTAAGACTGTTTTTCATTTTAGAATCACAAC. TTAAATTCTTTGAG. GTTTAC. TTAATTTT

A A E EL K KE QER KA AEI R R RTITIETEIZRTECSGSU?PIRNDNTILSDA S E
AGCCGCTGAAGAGCTGAAGAAAGAACAAGAACGCAAAGCCGCTGAGCGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGTAGCCCCAGAAATCTCAGCGACGCCAGTGAAGGTAACAATTCTGATTTTACGCATTTAGACTTTTTTTCATTTTAGAATCACAACAAAAATTAAATTCTTTGAGAAAGTTTACAAAAAATTAATTTT
A A EEL K KEQERI KA AAEU RIR RI RTITIETEIRT CGSU?PURNTULS DA S E
AGCCGCTGAAGAGCTGAAGAAAGAACAAGAACGCAAAGCCGCTGAGCGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGTAGCCCCAGAAATCTCAGCGACGCCAGTGAAGGTAACAATTCTGATTTTACGCATTTAGACTTTTTTTCATTTTAGAATCACAACAAAAATTAAATTCTTTGAGAAAGTTTACAAAAAATTAATTTT
K
AGCCGCTGAAGAGCTGAAGAAAGAACAAGAACGCAAAGCCGCTGAGCGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGTAGCCCCAGAAATCTCAGCGACGCCAGTGAAGGTAACAATTCTGATTTTACGCATTTAGACCTTTTTTCATTTTAGAATCACAACAAAAATTAAATTCTTTGAGAAAGTTTACAAAAAATTAATTTT
E L K K E Q ERKAAZEI R R RTITIEZ EIRT CSGSPRNL S
AGCCGCTG. CTGAAG. GAACAAGAACGCAAAGCCGCTGAGCGTAGACGCATCATTGAAGAACGTTGCGGTAGTCCCAGARATCTCAGCGACGCCAGTGAAGGTAACAATTCTGATTTTACGCATTTAGACTTTTTTTCATTTTAGAATCACAAC. TTAAATTCTTTGAG. GTTTAC. TTAATTTT

Figura A.17a Alinhamento do gene WingsUp utilizado para andlises de selecdo positiva realizadas no PAML.
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Anexos

D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis
D_virilis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_1
A.fraterculus_2
A.obliqua_1l
A.obliqua_2
A.sororcula_l

A.sororcula_2

D.melanogaster
D.willistoni
D.mojavensis

D_virilis

o

.grimshawi

El

.pomonella

b

. fraterculus_1

b

. fraterculus_2

>

.obliqua_1l

o

.obliqua_2

>

.sororcula_l

b

.sororcula_2

4 4 5 5 6

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0

1 0 0 0 0 0 0 0 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
intron

CATTAATTCGATTCAAATAGTTAGCAAGAATTAGCGAATCAGCACATTTGCCCACATTTTGATAAATAAAATAAAACACAAACCCACATTCATATACACACARAAACGCTCACGCATACAATTTACTGGCCTGTAAAGATCTCAAAAATTTCATATAGGAACAACCGCCATTTTTGCAATTGAAATTTTTAAATTTTTTTT

CATTAAATCGATTCAAATAGTTAGCAAGAATTAGCGAATCAGCACATTTACCCACATCTTGAT. T. T. CAC. CCCACATTCATATACACAC. CGCTCACGCATACAATTTACTGGCCTGT. GATCTC. TTTCATATAGGAACAACCGCCATTTTTGCAATTGAAATTTTTAAATTTTTTTT

CATTAAATCGATTCAGATAGTTAGCAAGAATTAGCGAATCAGCACATATACCCACATTTTGAT. T. T. CAC. CCCACATTCATATACACAC. CGCTCACGCATACAATTTACTGGCCTGT. GATCTC. TTTCATATAGGAACAACCGCCATTTTTGCAATTGAAATTTTTAAATTTTTTTT

CATTAAATCGATTCAGATAGTTAGCAAGAATTAGCGAATCAGCACATATACCCACATTTTGATAAATAAAATAAAACACARACCCACATTCATATACACACARAAACGCTCACGCATACAATTTACTGGCCTGTAAAGATCTCAAAAATTTCATATAGGAACAACCGCCATTTTTGCAATTGAAATTTTTAAACTTTTTTT

CATTAAATCGATTCAAATAGTTAGCAAGAATTAGCGAATCAGCACATTTACCCACATTTTGATAAATAAAATAAAACACAAACCCACATTCATATACACACAAAAACGCTCACGCATACAATTTACTGGCCTGT! G. T TTTCATATAGGAAC. CGCCATTTTTGCAATTGAAATTTTTAAATTTTTTTT

CATTAAATCGATTCAAATAGTTAGCAAGAATTAGCGAATCAGCACATTTACCCACATTTTGATAAATAAAATAAAACACARACCCACATTCATATACACACARAAACGCTCACGCATACAATTTACTGGCCTGTAAAGATCTCAACAATTTCATATAGGAACAACCGCCATTTTTGCAATTGAAGTTTTTAAATTTTTTTT

6 6 7 7 8
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01 0 0 0 0 0 0 0 0

CTAAAAATATTGTCCCTTTTTTTTCATAGTAGTTTTTAGCCCATATATTCCCATATAAAGATTTGTTTTTTTTT-GTGTATTTTTTTGTATATTTTGTTACATATGTATATTTTTATTTTCGTTTTAAATTTTTTATTTTTGTCATACATACATACACACATTCTTTGTTTTAAGCACGARAACAAAARAGAATATGTGARA

CTAAAAATATTGTCCCTTTTTTTTCATAGTAGTTTTTAGCCCATATATTCCCATATAAAGATTTGTTTTTTTT-~GTGTATTTTTTTGTATATTTTGTTACATATGTATATTTTTATTTTCGTTTTAAATTTTTTATTTTTGTCATACATACATACACACATTCTTTGTTTTAAGCACGARAACAAAARAGAATATGTGARA

CTAAAAATATTGTCCCTTTTTT--CATAGTAGTTTTTAGCCCATATATTCCCATATAAAGATTTGTTTTTTTTTTGTGTATTTTTTTGTATATTTTGTTACATATGTATATTTTTCTTTTCGTTTT TTTTTTATTTTTGTCATACATACATACACACATTCTTTGTTTTAAGCACGAAAACAAAAAAGAATATGTGAAA

CTAAAAATATTGTCCCTTTTTT--CATAGTAGTTTTTAGCCCATATATTCCCATATAAAGATTTGTTTTTTTTTTGTATATTTTTTTGTATATTTTGTTACATACGTATATTTTTCTTTTCGTTTT TTTTTTATTTTTGTCATACATACATACACACATTCTTTGTTTTGAGCACGCAAACAAAAAAGAATATGTGAAA

CTAAAAATATTGTCCCTTTTTT--CATAGTAGTTTTTAGCCCATATATTCCCATATAAAGATTTGTTTTTTTTTTGTGTATTTTTTTGTATATTTTGTTACATATGTATATTTTTCTTTTCGCTTAAAATTTTTTATTTTTGTCATACATACATACACACATTCTTTGTTTTAAGCACGARAACAAAARAGAATATGTGARA

CTAAAAATATTGTCCCTTTTTT--CATAGTAGTTTTTAGCCCATATTTTCCCATATAAAGATTTGTTTTTTTTTTGTGTATTTTTT-GTATATTTTGTTACATATGTATATTTTTATTTTCGTTTTAATTATTTTATTTTTGTCATACATACATACACACATTCTTTGTTTTAAGCACGARAAACAAAARAGAATATGTGARA

Figura A.17b Alinhamento do gene WingsUp utilizado para anélises de selec@o positiva realizadas no PAML.
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8 8 9
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2
1 0 0 0 01 0 0 0 0 0 0 0 0
D.melanogaster <===-= /D T L K s L I K Q H Y D R I N K L E D Q K Y
ACACACTCAAATCTCTGATCAAGCAACACTATGACAGGATTAAT. TT! CAG TATGA
D.willistoni G E L Q E I CE E Y Y ERMY I CE G Q K W
GCGAATTGCAAGAGATTTGCGAAGAGTATTACGAGCGTATGTATATTTGTGAAGGCCAGAAATGGGA
D.mojavensis G E L Q E I C E E Y Y ERM Y I CE G Q K W
CGAATTGCAAGAGATTTGCGAAGAGTATTACGAGCGTATGTATATTTGTGAAGGCCAGAAATGGGA
D virilis G
CGAATTGCAAGAGATTTGCGAAGAGTATTACGAGCGTATGTATATTTGTGAAGGCCAGAAATGGGA
D.grimshawi G EL Q E I ¢C E E Y Y ERMY I CEG QK W
CGAATTGCAAGAGATTTGCGAAGAGTATTACGAGCGTATGTATATTTGTGAAGGCCAGAAATGGGA
R.pomonella E T L K N I I K Q H Y DR I N KL E D Q K Y
AAACACTTAAAAATATAATCAAGCAACACTATGACAGGATTAAT. TTGGAGGACCAG TATGA
A.fraterculus_1 D T L R S L I K Q H Y E R I C K Q K Y
TTGTGTTAATTTTTGTTAAAAAACGCAATTCTTTCACTTCCACTTATCTGCA-GACACACTTAGGAGTTTAATCAAGCAACACTATG GGATTTGTAAATTGGAGGACCAG TATGA
A.fraterculus_2 D T L R S L I K Q HY E R I CZKULEDOQOK Y
TTGTGTTAATTTTTGTTAAARAACGCAATTCTTTCACTTCCACTTATCAGCA-GACACACTTAGGAGTTTAATCAAGCAACACTAT! GATTTGTAAATTG! GACCA! TATGA
A.obliqua_1 D T L K S L I K Q HY ER I CIZKULE D Q K Y
TTGTGTTAATTTTTGTTAAARAACGCAATTCTTTCACTTCCACTTATCTGCA-GACACACTTAAGAGTTTAATCAAGCAACACTAT! GATTTGTAAATTG! GACCAG. TATGA
A.obliqua_2 E T L K S L I K Q HY E R I CZ KL E D Q K Y
TTGTGTTAATTTTTGTTAAARAACGCAATTCTTTCACTTCCACTTATCTGCA-GAAACACTTAAGAGTTTAATCAAGCAACACTAT! GATTTGTAAATTG! GACCAG. TATGA
A.sororcula_l D T L R S L I K Q H Y ER I CZKTILEDQ K Y
TTGTGTTAATTTTTGTTAAAAAACGCAATTCTTTCACTTCCACTTATCTGCA-GACACACTTAGGAGTTTAATCAAGCAACACTATG GGATTTGTAAATTGGAGGACCAG TATGA
A.sororcula_2 D T L R S L I K Q HYEURTICIZKTILED QK Y
TTGTGTTAATTTTTGTTAAAAAACGCAATT—————— CTTCCACTTATCTGCA-GACACACTTAGGAGTTTAATCAAGCAACACTATG GGATTTGTAAATTGGAGGACCAG TATGA

Figura A.17c Alinhamento do gene WingsUp utilizado para andlises de selec@o positiva realizadas no PAML.
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D.melanogaster
D.willistoni

D virilis
D.mojavensis
D.grimshawi
R.pomonella
A.fraterculus_.
A.fraterculus_.
A.fraterculus_.
A.fraterculus_.
A.fraterculus_
A.fraterculus_|
A. fraterculus_
A.fraterculus_
A.fraterculus_

A.fraterculus_.

A.fraterculus_.
A.fraterculus_.
A.fraterculus_.

A.fraterculus_.

A.fraterculus_

A.obliqua_l

A.obliqua_2
A.obliqua_3

A.obliqua_éd

0 0 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

M-T A DNE®PL GR I VMETLW RSDUVV?PKTAENTFH RALTCTS GEI KTSGT FSGY XK G S IFHIRUVTIZPNTFMTCZ QGG DF
ATG-ACCGCCGACAACGAGCCCCTCGGTCGGATCGTCATGGAGCTGCGCTCCGATGTCGTGCCCAAGACCGCCGAGAACTTCCGCGCCTTGTGCACCGGCGAGAAGGGATTCGGGTACAAGGGCTCCATTTTCCACCGCGTCATCCCCAACTTCATGTGCCAGGGCGGCGACTTC
M-T ADGE?PV GGRITIMETLURSDVV P KTAENZ F RALTCTS GEI KSGT FGY K G S IVFHI RV IZPNV FMCOQGGDF
ATG-ACCGCCGATGGCGAGCCCGTCGGTAGAATCATCATGGAGCTGCGCTCTGATGTTGTGCCCAAAACCGCTGAAAATTTCCGCGCCTTGTGCACCGGCGAGAAGGGCTTTGGATACAAGGGCTCCATTTTCCATCGCGTCATCCCCAACTTCATGTGCCAAGGCGGTGATTTC
ATG-ACCGCCGATGGCGAGCCCGTCGGTAGGATAATTATGGAGCTGCGCTCTGATGTCGTGCCCAAAACAGCCGAGAATTTCCGTGCCCTGTGCACCGGCGAGAAGGGCTTCGGCTATAAGGGCTCCAGTTTCCATCGCGTCATTCCARACTTCATGTGCCAGGGCGGCGATTTC
M-T ADGEUPV GGRIVMETLW RSDUVV?PKTAENTFH RALT CTTSGEI KTGT FG GYZKGS S FHRUVIUPNTFMCSOQSGGDF
ATG-ACCGCCGATGGCGAGCCCGTCGGTAGGATAGTAATGGAGCTGCGCTCTGACGTCGTGCCGAAGACAGCGGAGAATTTCCGTGCTCTGTGCACCGGCGAGAAGGGCTTTGGCTACAAGGGCTCCAGTTTCCATCGCGTCATTCCARACTTCATGTGCCAGGGCGGCGATTTC
M-T A DNOQU®PV R I IMETLWIRSDUVV?PKTAENTFH RALTCTTSGEI KT GT FGF KD S S FHRUVIUPNZFMCSOQSGG G DF
ATG-ACCGCCGACAACCAGCCCGTCGGTAGGATAATTATGGAGCTGCGCTCTGATGTTGTGCCCAAGACGGCGGAGAATTTCCGTGCTCTGTGCACCGGCGAGAAGGGCTTTGGCTTTAAGGACTCCAGTTTCCATCGCGTCATTCCARACTTTATGTGCCAGGGTGGCGATTTC
M-TADGOQ®P L GRIVMETLW RZPUDUVV?PKTAENTFH RALTCTTSGEI KT GT FG GYZKGSCFHRUVIUPNTFMMCOQSGG G DF
ATG-ACTGCTGATGGACAGCCTCTAGGACGCATCGTTATGGAGCTCCGTCCTGATGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACCGGCGAAARAGGCTTCGGTTATAAAGGCTCCTGTTTCCACCGTGTCATCCCCAACTTCATGTGTCAGGGTGGCGATTTC
1 M-T

ATGACCTGCTGATGGACAGCCACTTGGACGCATCGTTATGGAGCTCCGTCCTGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTCCCGTGCCTTTTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAAAAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGACTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGTGATTTT

2 - - - X Q&P - - - XV KEL - - - - - - - - -
ATG ARCC TCGTTAAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCC! GGTTATAAAGGCTCCTATTTCCATCATGTGGTTCCCAGCTTCTTGTGTCATGGTACTGATTTT
3 M - - - XQ&P1LG CTIVETETLT RTPDVV&PEKTAEINTFZ RS-- - - - - - - - G6YZEKGSTCTFZYZRVILTPSTFMCO QGSGTDF
ATG-—————————— ACAACCACTTGGATGCATCGTTGAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTTCG GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCTATCGTGTGCTTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT

4 M T ADGOQU?PL G R I VMETLU R®PUVVVPZKTAENSU RATFTCTSGEZ K GFGY K S s CcCFHRUVTU?PNVFMTCZOQGG DF
ATGACCTGCTGATGGACAGCCACTTGGACGCATCGTTATGGAGCTCCGTCCTGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTCCCGTGCCTTTTGCACTGGCGAAAAAGGTTTCGGTTATAAARAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGACTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGTGATTTT
5 M T ADGOQU?PL G R I VMETLU R®PUVVVPZKTAENSU RATFTCTSGEIZ KG GFGYK S s CFHURUVTU?PNVFMTCZOQGG DF
ATGACCTGCTGATGGACAGCCACTTGGACGCATCGTTATGGAGCTCCGTCCTGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTCCCGTGCCTTTTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAAAAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGACTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGTGATTTT
6 - - - X QP - - - X V K E L - - - - - - - - -

AT AACC TCGTTAAG CTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAARACTGCTGAGAATTTCT! GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT
7 Mm T A DG Q?PLGRIVMETVLW RUPUVVVPIKTA AENSIZ RATFT CTSGEI KSGTFS GY K S S CFHIRUVTUZPNTFMMZRIOQGGDF
ATGACCTGCTGATGGACAGCCACTTGGACGCATCGTTATGGAGCTCCGTCCTGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTCCCGTGCCTTTTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAAAAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGACTCCCAACTTCATGCGTCAAGGTGGTGATTTT
8 M - - - X QP - - - X VK EVLWRU®PDUVVPIKTAENTFR - - - - - - G Y K G S Y F HHV VP S F L CHGTDF
ATG AACC TCGTTAAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCG GGTTATAAAGGCTCCTATTTCCATCATGTGGTTCCCAGCTTCTTGTGTCATGGTACTGATTTT
9 M T A DG QPLGIRTIUVMETZLIRZPVVVPIKTAENTFHRATFU CTSGEIT KTGTFTG GYZ K S S CFHRVIPNF
ATGACCTGCTGATGGACAGCCACTTGGACGCATCGTTATGGAGCTCCGTCCCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTTTGCACTGGCGAAAAAGGTTTCGGTTATAAARAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGTGATTAT

o™M - - - X QP L G CI VK ET LW RU®PDUWVV?PIKTAENTFTCC--- - - - - - - 6YXKSGSCFHRUWVIZPSTFMTCZOQGGDF
ATG-———=——————— ACAACCACTTGGATGCATCGTTAAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAARACTGCTGAGAATTTCT! GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT
s 11 M - - - X Q P L G C I VEELIRZPUDVV?PKTAENFTC-- - - - - - - - 6GYKG S CFJYU RV FU?PSFMTCOQGGTDF
ATG-——————————— ACAACCACTTGGATGCATCGTTGAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAARACTGCTGAGAATTTTT! GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCTATCGTGTGTTTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT
12 M T
ATGACCTGCTGATGGACAGCCACTTGGACGCATCGTTATGGAGCTCCGTCCTGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGGGAATTTCCGTGCCTTTTGCATTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAAAAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGACTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGTGATTTT
3M - - - X Q P L G C I VEEVLW RU®PUDUVVPIKTAENTFT C - - - - - G Y K G s CF Y RV F P S F MCOQG G D F
ATG-———————————, ACAACCACTTGGATGCATCGTTGAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTTTG GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCTATCGTGTGTTTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT
i4M - - - X Q P L G C I VEELURU®PDVV?PZKTAENFTICC-- - - - - - - - 6GYKGs CCZFJYU RV FU?PSTFMTCZOQGSGDTF
ATG- ACAACCACTTGGATGCATCGTTGAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTTTG GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCTATCGTGTGTTTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT

15 M T A DG QP L GR I VMETLU RU®PUVVVPZKTAENTFIRATFTE CTS GEI K GFGY K S S CFHURUVNZPNZFMTCOQG GG D Y
ATGACCTGCTGATGGACAGCCACTTGGACGCATCGTTATGGAGCTCCGTCCCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTTTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAAAAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGAATCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGTGATTAT

M - - - X Q@ P L G C I V K EVLRPDV VP KT AENTFUE C- - - - = = = = =
———--ACAACCACTTGGATGCATCGTTAAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCARAAACTGCTGAGAATTTCT GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT
ATG-——————————— ACAACCACTTGGATGCATCGTTAAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAARACTGCTGAGAATTTCT! GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT
.18M - - - X Q P - - - XV K EULURUPDVV?PIKTAEINTFH R --- - - - - - - GYKGSYFHUHVVPSFILUCHSGTDTF
ATG AACC TCGTTAAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCG GGTTATAAAGGCTCCTATTTCCATCATGTGGTTCCCAGCTTCTTGTGTCATGGTACTGATTTT
M - - - X O0Q&PUL X CIVEZETLW R®PDWVVPIKVVENFS$S-- - - - - - - - 6GY XK G SsSCVFY RV FUPSFMTCZOQGSGDF
ATG-————————————, -ACAACCACTTC-ATGCATCGTGGAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAGTTGTTGAGAATTTTAG GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCTATCGTGTGTTTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT
M - - - X OQ&PUL GCTI VK ETLW R®PDWVVPIKTAENZFHZR-- - - - - - - - 6GY X G s CVFHIRUVIU®PSTFILCHG
ATG-———=——————— ACAACCACTTGGATGCATCGTTAAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAARACTGCTGAGAATTTCC! GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAGCTTCTTGTGTCATGGTGCCGATGTT

M T A GG QP UL G Y I VI ELHZPVV VP KTAENUZ FTCATFXTS GEI K GT FGYEXK S s CVFHI RV S P N F
ATGACCTGCTGGTGGACAGCCACTTGGATACATCGTTATTGAGCTCCATCCCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCTGTGCCTTT-GCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAAAAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGAGTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGCAATTTT
M T AGGOQUPULGCTIVMETLUHU®PVV VP KTAENUZ FTCATFT CTG GEI KSGT F S Y K S s CVFH RV I PNV FMZCOQG GG N F
ATGACCTGCTGGTGGACAGCCACTTGGATGCATCGTTATGGAGCTCCATCCCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCTGTGCCTTTTGCACTGGCGAAARAGGTTTCAGTTATAAAAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGCAATTTT

Figura A.18a Alinhamento do gene Cyclophylin utilizado para andlises filogenéticas.
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Anexos

A.obliqua_5
A.obliqua_6
A.obliqua_7
A.obliqua_8
A.obliqua_9
A.obliqua_10
A.sororcula_l
A.sororcula_2
A.sororcula_3
A.sororcula_4
A.sororcula_5
A.sororcula_6
A.sororcula_7
A.sororcula_8
A.sororcula_9
A.sororcula_10
A.sororcula_11
A.sororcula_12
A.sororcula_13
A.sororcula_l4
A.sororcula_15
A.sororcula_16
A.sororcula_17
A.sororcula_18
A.sororcula_19
A.sororcula_20

A.sororcula_21

0 0 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
M - - - X QP L X CI VEEVLW RUPUDV VP KV V ENT FS - - - - - - - - = S
ATG-——————————— ACAACCACTTC-ATGCATCGTGGAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAGTTGTTGAGAATTTT. GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCTATCGTGTGTTTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT

QP L GY I VIEULUHU®PUVVVPZKTAENTFTCATFIZXTS GEI K GFGYK S s CFHURUVIUPNTFMTCOQG GG GNTF
ATGACCTGCTGGTGGACAGCCACTTGGATACATCGTTATTGAGCTCCATCCCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCTGTGCCTTT-GCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAAARAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGCAATTTT
M T A G G QP L GY I VI EULHU®PVVV?PZKTAENTFTCATFIXTS GEIZ K GFGY K S S CFHURUVIPNZFMTC2OQG GG GNF
ATGACCTGCTGGTGGACAGCCACTTGGATACATCGTTATTGAGCTCCATCCCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCTGTGCCTTT-GCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAAARAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTTATGTGTCAAGGTGGCAATTTT
M T A X G QP L GCIVMETLUHU®PUVVV?P KT AENZFTCATFT CTS GEI KSGT F S Y K S S CFHRUVIUPNFMZCOQG GG GNF
ATGACCTGCTGA-GGACAGCCACTTGGATGCATCGTTATGGAGCTCCATCCCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCTGTGCCTTTTGCACTGGCGAAARAGGTTTCAGTTATAAAAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGCAATTTT

ATGAGCTACTTATGGACAACCACTTGGATGCATCGTTATGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAAGTTTCGGTTATAAAATCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGTGATTTT
M - - - X Q P L X CI V EETLRUZPUDV VP KV VENZ F S - - - - - - - - =

ATG-——————————— ACAACCACTTC-ATGCATCGTGGAGGAGCTCCGTCCCGATGTTGTGCCCAAAGTTGTTGAGAATTTT. GGTTATAAAGGCTCCTGTTTCTATCGTGTGTTTCCCAGCTTCATGTGTCAAGGGGGTGATTTT
M T T D G OURF GRNVM* L HCVVV?PKTAENTFH RALUZRTSGEI KTGT FG GYNSSCFHRUVIZPNTFMCSOQTCGNF
ATGAGCTACTGATGGACAACGATTTGGAAGAAACGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGCGCACTGGCGAAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
M T T D GOWRUL G CIVM* L HCVVV?PKTAENTFH RALTCTTSGEI KTGT FG GYNSSCFHRMTIUZPNTFMMTCSOQTCGNF
ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAAAAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTATGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
L GGCIUVM*L HCUVVVPZKTAENTFIRALTCTSGE®*GFGYNJS s CFHURUVIUPNTFMCOQTGNF
ATGAGCTACTGATGGGCAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAATAAGGCTTCGGTTATAACAGCTCCTGCTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAACTGGCAATTTT
M T T D G Q R L G CI VM * L HCVVVPI KT AEIXT FIRA ALTCTSGEIZ KTGT FGGYNSSsSCFHIRUVIUPNTFMTCZ® QT CGN
ATGAGCTACTGATGGGCAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGA-TTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
M T T D G Q R L G CI VM * L HRVV VP KT AENT FI RALTCTSGEIZ KTGT FSGYNSSsSCFHIRUVIUPNTFMTCZ® QT CGNTF
ATGAGCTACTGATGGGCAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATCGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
M T TD GO RULGCTIVMZ™* L HCVV VP KTAENTFHZRALTCTTSGEIZ KT GT FG GYNSSCFHRMTIUZPNTFMMTCZOQTCGNF
ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAAAAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTATGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
G QRL GCTIVM*L HCVVV?PZKTAENTFI RALTCTS GEZ KG GTFGYNS s CFHIRMTIU®PNTFMTCZOQTCGNF
ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAAAAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTATGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
M T TD GO RUL G S I VM * L HCVVVPKTAENTFH RALTCTTSGEI KT GT FG GYNS S CFHRMTIUZPNTFMMTCSOQTCGNF
ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGAAGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTATGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
M T T D G Q R L G S I VM * L HCUVV VP KT AENT FI RA ALTCTSGEI KTGT FSGYNSSsSCFHIRMTIUPNTEFMTCZ® QT CGNTF
ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGAAGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTATGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT

=

=

ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTATGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT

L GGCIUVM™* L HCVVVPZ KTAENTFIRALTCTSG GEI K GFGYNJS s CFHIRMTIUPNTFMTCZOQTCGNTF
ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAAAAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTATGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
M T T Db G Q R L G CI VM *PHCVVV?PKXKTAENTFI RALT CTSGEI KTGT FGYNSSCFHIZ RV IUPNFMMZCOQTCGNTF
ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCCCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAAAAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
M T T Db G Q R L GCI VM ™*L HCVVV?PKXKTAENTFI RALT CTSGEI KSGT FGYNSSCFHZ RMTIZPNTFMMTCOQTCGNF
ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTATGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT

ATGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCCCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT

ATGAGCTACTGATGGGCAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGCGATTCCCAACTTCATGTGTCAATGTGGCAATTTT
M T TDGOQ®PL G CTIVM®™*X L HCVV VP KTAENTFHZ RATLTCTTSGEIZ KT GT FG GYNSSsSCFHIRVIZPNTFMMCZOQSG S F
ATGAGCTACTGATGGACAACCACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAAAAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAAGTGGCAGTTTT
M T TDGOQ®PUL GCTIVM®™*XLHCVV VP KTAENTFHZ RALTCTSGEI KT GT FG GYNSSsSCFHIRVIZPNTFMMCZOQSGNF
ATGAGCTACTGATGGACAACCACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGC! GTTTCGGTTATAATAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAAGTGGCAATTTT

L GGCI VI * L HCUVVV?PZ KTAENTFIRALTCTSG GEIZ K GFGYNJS S CFHURVIUPNTFMC2OQGS GNTF
ATGAGCTACTGATGGACAACCACTTGGATGCATCGTTATATAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAGGTGGCAATTTT

ATGAGCTACTGATGGACAACCACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAAGTGGTAATTTT
T T TDGQRL G C I VM *LHCVV VP KT AENTFWIRALT CTSGEI KSGTFS GYNSSCFHURUVIUZPNTFMMTCOQSG N F
ACGAGCTACTGATGGACAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGTGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCGAAARAGGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAAGTGGCAATTTT
M T TDGOWRULG CTIVM®™*X L HCVV VP KTAENTFHZ RATLTCTSGEI KT GT FG GYNSSCFHIRVIZPNTFMMCZOQSGNF
ATGAGCTACTGATGGGCAACGACTTGGATGCATCGTTATGTAGCTCCATTGCGTTGTTGTGCCCAAAACTGCTGAGAATTTCCGTGCCTTGTGCACTGGCG. GGTTTCGGTTATAACAGCTCCTGTTTCCATCGTGTGATTCCCAACTTCATGTGTCAAAGTGGCAATTTT

Figura A. 18b Alinhamento do gene Cyclophylin utilizado para andlises filogenéticas.
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