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1. RESUMO

As moscas-das-frutas (Anastrepha sp) sao organismos endémicos da regido neotropical que
apesar de serem semelhantes morfologicamente distinguem-se por variagdes comportamentais,
reprodutivas e moleculares. Entre esses insetos podemos destacar o grupo fraterculus o qual ¢
composto por um conjunto de espécies cripticas, entre elas Anastrepha obliqua, que representam
ameacas a fruticultura nacional. O controle eficiente deste agrupamento exige a ampliacao dos ainda
escassos estudos referentes a biologia e historia das populagdes cuja sistematica tem se mostrado
bastante complexa. Trabalhos anteriores sugerem uma alta taxa evolutiva agindo sobre genes
relacionados a aspectos reprodutivos e reconhecimento de parceiros devido as elevadas pressoes
seletivas envolvidas nessa relacdo, para tanto, escolhemos trabalhar com o gene fruitless por sua
reconhecida importancia na diferenciagdo sexual e comportamento de corte nos machos nos insetos
dipteros. Uma vez que dispinhamos de uma pequena regido ja amplificada deste gene em nosso
laboratdrio, amplificamos as sequéncias flanqueadoras através da técnica de RACE-PCR que utilizou
primers construidos e orientados para as extremidades 5" e 3°. Foram utilizadas bibliotecas de
cDNAs produzidas a partir da extracdo de mRNAs de diferentes estdgios de desenvolvimento desses
organismos possibilitando a identificacio de diferentes isoformas provenientes de splincing
alternativo e caracterizacdo estrutural da regido codificadora (CDS) comum a ambos 0s sexos.
Comparamos os dados gerados com as sequencias correspondentes do gene fruitless em outras
espécies de insetos identificando sua taxa de identidade nucleotidica e de aminodcidos as quais
revelaram que os éxons que codificam dominios especificos como BTB e Zinc Fingers tendem a se
manter mais conservados em relagdo as demais regides e aos ¢éxons da Regido Conectora.
Posteriormente, realizamos testes de selecdo positiva conhecidos como Relaxed Branch-site test €
Strict Branch-site test, os quais foram contrastados pelo Likelihood Ratio Test e possibilitaram a
identificacdo de 25 novos sitios evoluindo sob selecdo positiva, corroborando as descobertas de
Sobrinho e de Brito (2010) e sugerindo a atuacdo dessas forcas sobre regides especificas deste

importante gene ligado aos aspectos reprodutivos de diversos grupos principais de insetos.



ABSTRACT

The fruit flies (Anastrepha sp) are organisms endemic to the Neotropics that are similar
morphologically but present some behavioral, reproductive and molecular variations. Among these
insects we can highlight the fraterculus group, which consists of a set of cryptic species, between
them Anastrepha oblique, that represents threats to national fruit culture. The effective control of this
grouping requires the expansion of the few studies concerning to the biology and history of
populations which has a very complex systematic. Previous works suggest a high rate of evolution of
genes related to reproductive issues and recognition of partners due to the high selective pressures
involved in that relationship, hence, we chose to work with the fruitless gene which is recognized for
its role in sexual differentiation and male courtship behavior in dipteran insects. Since a small region
of this gene was already been amplified in our laboratory, we amplified and described the flanking
sequences by RACE-PCR technique which used primers constructed targeting the 5 'and 3' ends. We
used cDNA libraries produced from the extraction of mRNAs from different stages of development
of these organisms enabling the identification of different isoforms arising from alternative splicing
and structural characterization of the coding region (CDS) common to both sexes. We compared the
data generated with the corresponding sequences of the fruitless gene in other insect species
identifying the rate of similarity for nucleotides and amino acids (identity ratio) which revealed that
the éxons coding for specific domains such as BTB and Zinc Fingers tend to remain more conserved
in relation to other regions and éxons from Connector Region. Subsequently, we performed positive
selection tests through the Relaxed Branch-site test and Strict Branch-site test, which were contrasted
by Likelihood Ratio Tests (LRT) which identified 25 new sites evolving under positive selection,
corroborating the findings of Sobrinho e de Brito (2010) and suggesting the presence of these forces
on specific regions of this important gene linked to reproductive aspects of several major groups of
insects.
KEY-WORDS: fruit flies; Anastrepha sp; fraterculus group; fruitless; RACE-PCR; gene

characterization; identity ratio; positive selection.
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2.INTRODUCAO

O género Anastrepha (Diptera, Tephritidae) oriundo da regido Neotropical e encontrado no sul dos
EUA, México, América Central e quase toda América do Sul (Malavasi e cols, 2000) representa uma
das maiores ameagas a fruticultura nacional uma vez que sdo consideradas oligotroficas e depositam
seus ovos nas culturas verdes ou maduras indistintamente, culminando no consumo do endocarpo da
fruta por parte das larvas (Zucchi, 2000) e acelerando o processo de degradagdo da mesma pela
exposicdo a fungos, bactérias e outros patdgenos (Carvalho, 2005). O grupo fraterculus (Zucchi, 1978;
Norrbom ¢ Kim, 1988) faz parte desse género e ¢ composto por um conjunto de espécies, algumas
cripticas, de Moscas-das-Frutas que compartilham caracteristicas fisiologicas, ecologicas e
comportamentais, do qual fazem parte A. fraterculus, A. obliqua, A. sororcula ¢ A. zenildae, n0ssos
objetos de estudo.

Apesar da grande similaridade interespecifica, alguns marcadores morfologicos (Zucchi, 2000),
comportamentais (Morgante e cols., 1980), reprodutivos (Selivon, 2000), alozimicos (Morgante e cols.,
1980), cariotipicos (Solferini e Morgante, 1987, Selivon e cols., 2005) e de mtDNA (de Brito e Matioli,
dados ndo publicados) ja foram descritos na literatura. Usualmente em laboratorio utilizamos caracteres
morfoldgicos que agrupados fornecem uma classificagdo eficiente (Araujo e Zucchi, 2006) como as os
padrdes alares de nervuras, manchas presentes no sub-escutelo (Malavasi ¢ Zucchi, 2000), a forma do

apice do ovipositor (para diferenciacdo de fémeas) e a morfologia do ovo (Selivon, 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Exemplar de Anastrepha e caracteres morfoldgicos de diferenciacio em A. obliqua.
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Entretanto, nenhum desses estudos forneceu até o momento ao menos um marcador confiavel que
permita diferenciar as espécies do grupo fraterculus. Aliado a isso, a produg¢do de hibridos viaveis, suas
caracteristicas reprodutivas e o fato de aparentemente terem divergido ha pouco tempo favorecem a
utilizacao desses “insetos-praga” como modelo para o entendimento de fatores envolvidos na especiagao
e diferenciacdo em grupos de espécies, o que promete fornecer importantes informagdes relativas a
biologia evolutiva desse género (Resende e cols, 2009).

Baseados na grande variagdo genética encontradas entre as espécies do grupo fraterculus e a
confirmacdo da presenca de regides evoluindo por sele¢do positiva em estudos realizados em nosso
laboratdrio envolvendo os genes candidatos doublesex (Sobrinho e de Brito, 2006) e fruitless (Sobrinho
e de Brito, 2010), buscamos nessa pesquisa obter e¢ estudar em detalhes a estrutura codificante deste
ultimo, responséavel pela diferenciacdo sexual dos machos e regulagdo do comportamento de corte,
tornando possivel acessar a maior parte dos éxons que compdem as diferentes regides sujeitas as
pressdes de selecdo positiva sobre esse gene como um todo, corroborando os estudos anteriores antes
restritos a uma pequena por¢ao do mesmo.

Em Drosophila, alguns genes participam ativamente da cascata de eventos diretamente
responsavel pela determinacdo sexual. Esse processo ¢ controlado por um “interruptor” primario, sex-
lethal (sxl). Os transcritos de sx/ sdo processados diferentemente em cada sexo por meio de um splicing
alternativo no mRNA. Em fémeas, o produto do sx/ (sixF) regula o splicing diferencial de transformer
(tra), que por sua vez, em conjunto com transformer-2 (tra-2), direciona o splicing diferencial de
doublesex (dsx), que estd no fim desta cadeia e age em varios genes que determinam o fen6tipo feminino
(Sosnowski, 1994; Greenspan e Ferveur, 2000). Em machos, sx/, tra e tra-2 estao inativos, € 0o mRNA
do gene dsx produz uma proteina especifica, DSX™ que ativa o gene fruitless, responsavel pelo
desenvolvimento dos atributos do fendtipo masculino (Burtis, 1989 e 1993; Taylor, 1994).

Recentemente, estudos comprovaram essa conservacdo funcional da cascata também em Anastrepha



apos verificar a inducdo de caracteristicas parciais femininas em machos XY que tiveram as proteinas
codificadas pelo gene transformer expressadas através do sistema GAL4-UAS (Ruiz e Sanchez, 2010).
Encontrado proximo ao final da hierarquia de determinagdo sexual, este gene ¢ caracterizado como
o primeiro desta cadeia a atuar especificamente no sistema nervoso central evidenciado por transcritos
de fru em processos envolvidos nos aspectos neurais de processamento de informagdes quimiosensoriais
ocorrendo no lobo antenal e neurdnios cerebrais envolvidos no dimorfismo sexual por seus padrdes
quantitativos e de projedo distinta (Ryner, 1996; Kimura, 2005). E responsavel também pelo
desenvolvimento do par de musculos localizados no quinto segmento abdominal dos mesmos, o
chamado “Musculos de Lawrence” (MOL) (Lawrence 1986), que ocorre principalmente pela
mobilizagdo de mioblastos para os miotibulos dessa regido (Taylor, 1995) e pela regulagdo do

comportamento de corte realizado pelos machos (revisado por Hall, 1994).
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Fig.2 Estrutura do gene fruitless em D. melanogaster e A.gambiae. Os circulos indicam éxons, as linhas introns e
os nimeros suas extensoes. Nomenclatura: A1IM (Alternative Sex-Specifically Spliced Male) especifico do macho,
AT1F e A2F (Alternative Sex-Specifically Spliced Female) indicam o 1° e 0 2° éxons especificos da fémea. Os éxons
Cle C2 (BTBs), C3,C4 e C5 (Conectores) estao marcados em verde e laranja, respectivamente, e sio comuns em
ambos 0s sexos. Exons provenientes de splicing alternativo independente do sexo da extremidade 3° estao

representados em amarelo (Adaptado de Gailey e cols., 2006).
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E pouco provavel que o gene fruitless nio esteja desempenhando em Anastrepha sp fungio similar
a que desempenha em Drosophila uma vez que todo o resto da cadeia de determinagdo sexual esta, a
exce¢do do gene sx/ (Alvarez e cols, 2009). Outro indicio dessa conservac¢ao remete ao ortdlogo de fru
também em Anopheles gambiae, no qual a isoforma da proteina FRU especifica do macho, surge pela
ativagdo de mecanismos conservados especificos ao sexo e splicing alternativo de éxons (Figura 2).

Um dos pontos interessantes dessa pesquisa estd em averiguar se a grande variabilidade do gene
fruitless e a recorréncia do processo de splicing diferencial ja descrito para outros grupos de insetos
como Drosophila heteroneura (Davis e cols, 2000), Drosophila melanogaster (Demir ¢ Dickson, 2005;
Shirangi ¢ McKeown, 2007), Anopheles gambiae (Gailey e cols, 2006) e Nasonia vitripennis (Bertossa,
2009), também se verificam em Anastrepha.

No caso dos drosofilideos (Figura 3), diferentemente de Nasonia (Figura 4), o gene fruitless tem
seu splincing alternativo dependente do sexo a partir do promotor P1, o qual é usado para interromper a
traducdo do transcrito da fémea pela ligacdo do complexo TRA/TRA-2, enquanto que o produto
masculino apresenta-se funcional (Usui-Aoki e cols, 2000). Nos transcritos especificos de cada sexo o
é¢xon chamado de “S” aparece como primeiro dominio, enquanto que nos transcritos independentes do
sexo do individuo o primeiro dominio ¢ composto pelo dominio BTB. Este por sua vez, dependendo da
espécie, pode ser composto por um ou dois éxons (Cl e C2). Da mesma forma, a regido conectora
subsequente sera composta por dois ou trés éxons (C3 e C4 ou C3, C4 e C5). O dominio de ligagcdo ao
DNA localizado na extremidade 3" ¢ composto por um de quatro éxons diferentes (A, B, C ou D),
selecionados por splicing diferencial. Existem ainda as formas que independem do sexo e sdo expressas
por trés promotores distintos (P2, P3 e P4) a jusante do éxon inicial “S”, o que corrobora o padrao de
expressao bastante complexo e variavel de acordo com tecido e estagio de desenvolvimento (Anand e

cols, 2001; Song e cols,2002) (Figuras 3 e 4).
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Fig.3 Arquitetura gendmica dos transcritos de fruitless em drosofilideos e grande parte das linhagens de insetos
dipteros compostos por quatro regioes principais: dominios especificos aos sexos, regiio de dimerizaciao (BTB), regido
conectora e dominio de ligacio ao DNA que expressam Zinc-fingers (adaptado de Sobrinho e de Brito, 2010).

PO P1 Fz P3 P4 P5PEBTE C1 D CZ [x] A B F G
- L1 ) _'1'21-!_ -1 B & W N — |
5 o a@r 3 h | & - n y s 5

¥ POy LERER | | | | | |
1 [ ] [ | =
g P LI m | 1 |
O m_n 1 K
& Pl-m ] = i i |
m] | -] 1 K
| m ] 1 |
P24 L | (-] 1 1
| | ] 1 |
al (- | |
P22 | | | | | |
[ | | [ | [
|- 1 | —
. | [— 1 | 1
|- 1 I
<] L | (- | | 1
Pa ] m (] 1 [ | ]
1m0 1 |
T [ 1 m_ 1 1 s
0o ] 1 K
] nm L 1 | 1
s 11 &
v 1 =

Fig4 Arquitetura dos transcritos de fruitless em Nasonia vitripennis. No alto, as caixas representam os éxons em
escala de comprimento e as linhas os introns. Abaixo, todos os transcritos encontrados em bibliotecas de cDNA. Cada
isoforma, seja ela sexo especifica (como as 6 primeiras) ou niao, comeca com um dos 7 éxons diferentes da extremidade
5” (P0-Po6), seguidos da regiao referente ao BTB. Os éxons C1 e C2 (conectores e correspondentes aos éxons C3 e C5,
respectivamente nas demais espécies), ligam o BTB a um dos 5 tipos diferenciais de éxons codificantes C2H2
ZincFinger (G, A, B, F e C). Amplificacoes realizadas por (RT-PCR) revelaram ainda 2 outros possiveis transcritos
ZnF (D e G), os quais se iniciam diretamente no éxon BTB e s@o ainda pouco conhecidos (Adaptado de Bertosa e cols,
2009).

Essas caracteristicas somadas acabam por dificultar o processo de identificagdo estrutural e a

organizacao dos dados necessarios para realizacdo dos testes padroes de selecao positiva o que retarda o
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processo de identificagdo de homologias para as novas sequéncias obtidas para Anastrepha, entretanto, a
comparagdo destas sequéncias possibilita identificar pressdes seletivas atuantes ao longo do tempo
evolutivo sobre cada um dos sitios analisados, o que pode ndo somente confirmar, mas também expandir
em grande quantidade os dados ja encontrados em parte desse gene (Sobrinho e de Brito, 2010; Szrajer e
de Brito, dados nao publicados).

Visando obter tais dados, langamos mao de PCRs convencionais aliadas a técnica de RACE-PCR.
Esta ultima tem por finalidade permitir a obtencdo da sequéncia completa do cDNA para mRNAs
extraidos de nossas moscas nos quais apenas parte da sequéncia é obtida, através da amplificacio
separadamente das extremidades 5’ e 3" flanqueadoras ao gene com identificagdo parcial. Estas
estratégias sdo geralmente referidas como 5'-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) e 3'-RACE. A
utilizacao dessa varia¢do da técnica de PCR consiste basicamente na realizacdo inicial de uma reacao de
amplificacdo tradicional que forneca sequéncias confidveis que permitam a construcdo de
oligonucleotideos (GSP-Gene Specific Primers ou primers especificos para o gene) que hibridizam em
ambas as extremidades dessa sequéncia e sdo orientados para as duas dire¢des (5" e 37). Tais primers sao
entdo utilizados em reacdes utilizando como molde mRNAs ou bibliotecas de cDNA, extendendo
parcialmente os mRNAs partindo da regido conhecida em dire¢do a regido final desconhecida, usando
de primers que hibridizam a cauda poli(A) pré-existente na extremidade 3’ou a uma cauda de
homopolimero “plugado” ou ainda a um linker na regiao terminal 5". Os produtos de PCR gerados, que
contém regides terminais desconhecidas do cDNA, podem ser clonados e caracterizados usando as
demais técnicas convencionais (Frohman e cols, 1988).

Em geral, a producdo de clones parciais das extremidades 3" sdo mais simples em virtude da
maioria dos mRNAs de eucariotos possuir uma cauda poli-A nesta extremidade. Isso facilita tanto a
ancoragem dos adaptadores, quanto uma forma alternativa de amplificacdo que pode ser alcangada com

o uso de primers poli-T, que se ligam a extremidade 3'dos cDNAs, e primers derivados do gene de



interesse. Neste caso, uma segunda rodada de ciclos de amplificagcdes ¢ recomendada usando primers
aninhados para reduzir a produg¢do de artefatos ndo-especificos.

Estratégias diferentes sdo usadas para gerar clones parciais da extremidade 5°, que é de mais dificil
obtencdo. Neste caso, pode-se incorporar uma cauda poli(A) a extremidade 5 utilizando-se de uma
desoxinucleotiltransferase terminal (TDT) e dATP. Alternativamente, pode-se optar por inserir
sequéncias de DNA ligadoras (linkers) que sdo também incorporadas na regido 5 . Em qualquer dos
casos, primers complementares a estas sequéncias incorporadas sdo utilizadas em conjunto com o
primer especifico para o gene visando gerar o produto de PCR que contenha regides desconhecidas do
cDNA a montante. Da mesma forma que nas estratégias 3, uma segunda rodada de ciclos de PCR ¢
feita usando primers aninhados tendo por finalidade aumentar o rendimento dos produtos especificos
pretendidos (Frohman e Martin, 1989).

As informagdes geradas das RACE-PCR quando somadas as fornecidas pelas PCR tradicionais
permitem o sequenciamento completo de genes de interesse, sendo particularmente relevantes em
estratégias que se utilizam da amplificagdo de regides conservadas em diferentes espécies para a criacao
de primers degenerados que sdo utilizados em PCR heterospecifica (Rose e cols, 1998; Fietto e cols,
2002). Nestes casos, € comum que parte significativa do gene, em geral a mais variavel entre espécies
distintas, ndo seja amplificada e permaneca desconhecida. As informagdes obtidas através destes
procedimentos permitem dessa forma, ndo apenas a obtencdo destas sequéncias desconhecidas, mas
também o conhecimento das regides que se extendem além das regides codificadoras, os locais de
iniciagdo do processo transcricional, bem como a determinagdo de regides de atuagdo de possiveis
enhancers (Scotto-Lavino e cols, 2006).

Utilizando como ponto de partida o fragmento sequenciado por Sobrinho e de Brito (2010), ou
seja, a por¢do final do éxon “C2” (segundo éxon da Regido BTB) e regido inicial do éxon “C3”

(primeiro éxon da Regido Conectora) (Figura 3), correspondentes respectivamente aos éxons C2 e C3 de



drosophila sp (Gailey e cols, 2006), buscamos nessa dissertacdo amplificar as regides flanqueadoras e
unir esses dados descrevendo as regides codificantes ainda desconhecidas de fruitless partindo de sua

extremidades 5” e finalizando na extremidade 3" (CDS).



3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Identificar a estrutura da regido codificadora (CDS) do gene fruitless a partir do sequenciamento de
cDNA amplificados através de RACE-PCR em espécies do grupo fraterculus, fornecendo subsidio para
investigar o potencial deste gene como marcador em estudos da diferenciagdo e especiagdo deste grupo
de moscas-das-frutas.

Objetivos Especificos:

1. Padronizagdo e otimizacdo das extracdes de RNAs advindas de diferentes fases do desenvolvimento.

\9)

. Estabelecimento de primers que amplifiquem as regides a montante e a jusante da regido conhecida.

(98]

. Testar a aplicabilidade da técnica de RACE-PCR para a obtengdo de sequéncias completas deste gene.

I

. Verificar as sequéncias obtidas visando identificar similaridades destas com espécies proximas.

5. Organizar uma estrutura linear da regido codificadora contendo as novas regides descobertas.

6. Investigar os transcritos do gene fruitless expressos em Anastrepha sp.

7. Comparar a estrutura completa do gene fruitless e cada um de seus éxons separadamente com o seu
correspondente em espécies relacionadas, avaliando sua taxa de similaridade interespecifica (identidade
nucleotidica e de aminoacidos).

8. Testar se o gene fruitless tem evoluido de maneira neutra ou sob sele¢do positiva em Anastrepha
analisando longos periodos evolutivos (Long-term Evolutionary Analysis) baseados em variagdes ao

nivel protéico, identificando eventuais sitios sujeitos a pressoes de selecao.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Estratégia Amostral

A coleta das populagdes de Anastrepha sp na natureza foram realizadas pela coleta de frutos in
natura de diversas regides do Brasil, ocorrendo principalmente em localidades com alguma interferéncia
antropica e dando se prioridade a mangas e goiabas maduras. Tanto os frutos recolhidos quanto as
moscas originarias destes, foram mantidos em “gaiolas” distintas em ambiente com temperatura e
iluminacdo controladas (Figura 5) durante todo o processo de eclosdo, maturagdo sexual e acasalamento.
As populacdes foram mantidas sob dieta 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 ¢ 45 g de aglcar
branco, utilizando frutas (usualmente goiabas) tratadas com Nipagin (Metilparabeno: conservante
farmacéutico) como substrato para oviposi¢ao.

Para este estudo foram utilizadas tanto populacdes ja existentes em nosso laboratorio quanto novas
populacdes, ja identificadas, originarias de diversos pontos do Brasil derivadas de frutas das novas
coletas e mantidas no Laboratdério de Genética de Populacdes e Evolucao, realizadas no periodo a que se
refere esse estudo, entre elas: Araras (SP), Estrela-do-Oeste (SP), Sdo Carlos (SP), Ribeirao Preto (SP),
Itabira (MG), Uberlandia (MG), Buzios (RJ), Araguatins (TO), Goiania (GO), Porto Alegre (RS), entre
outras. As frutas foram coletas e transportadas até nosso laboratorio, localizado no Departamento de
Geneética e Evolugao (DGE) da UFSCar, embrulhados em jornal e posteriormente acondicionados em
caixas plasticas com vermiculita até que as pupas emergissem e fossem transferidas para caixas acrilicas
de 50 x 50 x 40 cm. As moscas nascidas foram separadas por sexo e identificadas até¢ 24 horas apos a
eclosdo.

Decorrente da elevada disponibilidade de populagdes obtidas em relacdo as demais e os bons
resultados iniciais obtidos, A. obliqua foi primordialmente escolhida para a maioria dos experimentos as

quais faziam parte das populacdes de Estrela-do-Oeste (SP), Sao Luis (MA) e Passos (MQG),



contribuindo com trés exemplares jovens e vivos cada uma, sendo eles do mesmo sexo e espécie para
composi¢ao do pool de individuos (9 moscas).Estes foram sacrificados apenas no momento da extragao
do material genético. Em alguns experimentos de confirmagdo utilizamos A. fraterculus, enquanto que

A.sororcula e A.zenildae, por sua restricdo populacional, ndo chegaram a ser testadas.

Figura 5. Sala climatizada de nosso laboratoério destinada a manutencao das populacées.

A formacgao de pools se fez necessaria em decorréncia do grande aporte inicial de mRNA exigido
pelo Kit Marathon (Clontech), escolhido para iniciar os experimentos de RACE-PCR. Em uma segunda
etapa passamos a utilizar o Kit First Choice RLM-RACE (Ambion), que possibilitou que a extragdes

subsequentes fossem realizadas a partir de uma unica mosca adulta, uma inica pupa e uma unica larva.

4.2. Extracao de RNA e Isolamento de RNA mensageiro
Como mencionado, escolhemos moscas da espécie A. obliqua para formar o primeiro pool de
machos ja nascidos uma vez que pools diferentes para cada sexo sdo importantes pela comprovada

existéncia de splicings alternativos e por apresentarem niveis de expressao distintos dependendo do sexo

X




do individuo e estagio dos individuos. Para essa escolha optamos por nos basear em dados dos
momentos de maior expressdo desse gene disponiveis para machos e fémeas de Drosophila (Figura 6).
Sendo assim, foram utilizadas moscas recém-nascidas ou ainda jovens (entre zero ¢ dez dias de
vida). Para as amostras individualizadas que ndo formariam pools (Kit First Choice RLM-RACE) estas
moscas também foram escolhidas respeitando essa caracteristica, enquanto que também foram

selecionadas nesse segundo momento larvas e pupas (fase de metamorfose) em diversos periodos.
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Figura 6. Expressiao do gene fruitless ao longo do desenvolvimento de machos e fémeas de Drosophila
(fonte: FlyBase)

As moscas recém-nascidas escolhidas foram mantidas em gaiolas apenas com agua overnight
visando reduzir residuos alimentares nas amostras, tendo seu RNA total extraido ¢ isolado através da
maceragdo de trés moscas inteiras em cada tubo utilizando nitrogénio liquido com posterior extragao
com Trizol (Invitrogen) - uma combinacdo de Fenol/Tiocianato de Guanidina/Cloroférmio que deriva da
melhoria do método de isolamento de RNA em um unico passo (Chomczynski e Sacchi, 1987) -
acordo com especificacdes do fabricante. J4 no caso das larvas e pupas, estas foram selecionadas,
“lavadas” em solucdo salina para retirada de impurezas e submetidas ao mesmo procedimento. O Trizol
tem a finalidade de manter a integridade do RNA enquanto rompe as células e dissolve os componentes
celulares. Seu protocolo passou por diversos testes e ajustes tendo em vista o melhor aproveitamento do

material utilizado destacando entre elas: a realizacdao de todo o procedimento dentro da camara de fluxo
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laminar; adicdo das moscas ainda vivas ao nitrogénio liquido, seguido da aplicacdo do TRIZOL o mais
rapido possivel antes da maceragdo; retirada cuidadosa dos residuos de etanol com o auxilio de uma
pipeta e ponteira com filtro antes de proceder a ressuspencao do material em agua estéril.

Todas as quantificagdes e verificacdes de integridade dos produtos ao longo de todos os
procedimentos desse projeto foram realizada tanto em gel de agarose (EtBr 1,2%) quanto no aparelho
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) generosamente disponibilizado pelo Prof. Dr. Fldvio Henrique da
Silva de nosso departamento. Sendo assim, a qualidade do RNA total extraido foi avaliada pela relacao
de absorbancia 260/280 nm neste aparelho e sua integridade foi testada por eletroforese em gel de
agarose nao-desnaturante 1% com tampao TAE livre de RNAse, tendo sido corado com brometo de
etideo e visualizado em luz ultravioleta, que permite a distingdo das bandas do RNAs ribossdmicos 18S
e 28S. Nessas condi¢des 0 RNA ndo migra precisamente de acordo com seu tamanho, entretanto ¢
possivel visualizar alguma separacdo de RNA sendo possivel identificar inclusive o RNA ribossomal.
Todas as aliquotas de RNA total extraidas agrupadas em pools foram utilizadas posteriormente para o
isolamento do RNA mensageiro (mRNA) através do uso do kit PolyATract mRNA Isolation Systems I1I
(Promega), bem como as amostras individuais. Este kit usa de oligos(dT) biotinilados ligados a
microesferas para atrair e se ligar a mRNAs que apresentem caudas poli(A); dessa forma, o uso de um
suporte magnético permite o isolamento e purificacio dos mRNAs que foram posteriormente
ressuspendidos em 100 pl de d4gua MiliQ. A qualidade do mRNA precipitado foi novamente observada
através da eletroforese em gel de agarose e quantificado tanto no NanoDrop quanto em Biofotdmetro
Eppendorf, localizados nos laboratorios dos professores Dr. Flavio Henrique da Silva e Dr. Pedro

Galetti, ambos de nosso departamento.

4.3. Precipitacido e Concentracao do material



Ap6s obten¢do de uma quantidade elevada de RNAm procedemos para a realizagdo das reacdes de
precipitacdo e concentragdo, quando necessario (no caso do kit Marathon), com Acetato de Amonio e
Isopropanol (modificado de Sambrook e Russell, 2001), seguida por duas lavagens com etanol 80% e
rapida secagem a temperatura ambiente. A metodologia de precipitacdo e concentragdo também teve de
ser ajustada uma vez que os primeiros testes seguindo o protocolo original mostraram uma perda de
aproximadamente 80% de RNA mensageiro (apenas 0,7 pg concentrados a partir de 4 pg iniciais).
Foram feitos alguns experimentos visando a otimizacdo dessas reagdes e observamos que as seguintes
alteragdes produziram melhores resultados: reduzir o tempo de “overnight” a - 20°C para que ocorra a
ressuspengdo do RNA mensageiro recém-isolado (no maximo 12 horas) antes de concentra-lo, acelerar
as secagens utilizando cuidadosamente a pipeta com uma ponteira que possua filtro para retirar
manualmente os residuos de acetato/isopropanol e etanol, aumentar o tempo de centrifugacdo utilizada e
manter por um maior tempo (2-3 horas) o material na geladeira a 4°C para uma boa ressuspensdo em
agua livre de RNAses antes de iniciar sua transforma¢ao em cDNA.

No caso das amostras a serem utilizadas no Kit First Choice RLM-RACE, essa etapa nao foi

necessaria por sua eficacia satisfatoria com uma menor quantidade de material.

4.4. Sintese de cDNA e Ligacao dos Adaptadores

A producdo do ¢cDNA utilizando o kit marathon foi feita a partir de 1 png de RNAm (poly A")
concentrado em até 4ul de solu¢do, em que sua primeira fita ¢ sintetizada combinando-se a agdo da
AMV transcriptase reversa e primers especificos para sintese de cDNA, seguindo-se o método proposto
por Borson et al. (1992) e Chenchik et al. (1995). Ja a sintese da fita complementar ¢ realizada de acordo
com o método de Gubler e Hoffmann (1983) que utiliza uma solucdo contendo DNA Polimerase I e
DNA Ligase isoladas de E.coli, somadas a RNase H, responsavel também pela degradacdo do RNA

remanescente da etapa anterior. Utilizando o blunt end ou “final-reto” gerado pela acdo da T4 DNA



Ligase, o DS cDNA (Double-stranded cDNA) ¢ ligado aos adaptadores do kit Marathon (Clontech) que
apresentam uma dupla-fita parcial e fosforilagdes em suas extremidades 5 que facilitam sua ligacao aos
blunt ends de ambos os lados do cDNA.

Para confirmar a obten¢do de DS cDNAs foi realizada uma PCR tradicional que amplifica um
fragmento conhecido do gene que estava sendo expresso no tecido extraido. Em nosso caso, utilizamos
primers capazes de amplificar um fragmento de aproximadamente 850 pb referente a regido conectora
do gene em questdo (Sobrinho e de Brito,2010). Ja a constatacdo da ligagcdo destes adaptadores ao DS
cDNA, ou seja, a existéncia de AL DS ¢cDNA (Adaptor-Ligated Double-Stranded cDNA), ¢ geralmente
feita pela amplificagcdo do produto ligado utilizando-se um primer interno, especifico ao gene (GSP), e
outro especifico do adaptador(AP1 primer). A padronizacio desta amplificacdo foi feita utilizando-se de
um controle positivo também composto por RNAm (poly A+) proveniente de material placentario
humano e primers especificos para este gene fornecidos juntamente com o kit. Estas amplificagdes sdo
entdo comparadas para estabelecer a concentragao relativa do pool de AL DS cDNAs para que possamos
fazer a diluicdo adequada baseando-se no padrao esperado para o controle positivo. A diluicao padrao
para o controle fornecido pelo kit ¢ de 250 pl de Tampao Tricina-EDTA para cada pul de AL DS cDNA,
dessa forma se a amostra for de comprimento e nitidez semelhante ou superior deve-se usar a mesma
diluigdo, caso contrario (seja inferior ao controle) deve-se diluir em uma quantidade proporcionalmente
menor desse tampdo. Em nosso caso testamos ainda dilui¢des distintas de 50, 100 e 250 pl. Estas
dilui¢des servem tanto para utilizagdo para 5" quanto 3’'RACE, dependendo do par de primers utilizado

na reacao (Figura 7).
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Fig.7 Resumo ilustrativo do procedimento do Kit Marathon

Para o Kit First Choice RLM-RACE, as reacgdes de producdao de cDNA e a ligagdo de adaptadores
para posteriores 5'RACE e 3’'RACE utilizam metodologias diferentes e requerem quantidades também
distintas de material para a sintese de cDNA e ligagcdo de adaptadores (Figura 8).

Foram utilizados 250ng de mRNA(poly A") para a reacdo 5° a qual consiste da utilizagio de um
reagente denominada CIP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) responsdvel por remover fosfatos 5°
livres presentes das moléculas de rRNAs, tRNAs, mRNAs degradados e e/ou DNA gendmicos
contaminantes. As estruturas CAP intactas encontradas nas extremidades 5° dos mRNAs de boa
qualidade nao sdo afetadas. A seguir o material ¢ submetido a um tratamento com TAP (Tobacco Acid
Pyrophosphatase) para remover a estrutura de CAP de fitas completas de mRNA, deixando um 5'-

monofosfato. Um oligonucleotideo adaptadorr de RNA com 45pb ¢ ligada a populacdo de mRNAs com



uma T4 RNA ligase. O adaptador niao pode ligar-se a RNAs desfosforilados porque nessas moléculas o

5'-fosfato necessarias para a ligagdo esta ausente. Durante a ligacdo, a maior parte das fitas completas de

mRNA apresenta-se sem CAP e acabam por adquirir o adaptador em sua extremidade 5°. Nesta etapa,

somos capazes de realizar uma transcri¢do reversa seguida de uma 5'/RACE-PCR com primers internos

especificos sendo combinados ao primer complementar ao adaptador e orientado no sentido 3".

Para produzir o cDNA a ser usado nas reacdes da extremidade 3°, uma menor quantidade de

mRNA(poly A") ¢ necessaria, tendo sido utilizados nesses casos 50ng mRNA(poly A") para inicio da

sintese da primeira fita de cDNA. Esta ¢ feita utilizando juntamente com a transcriptase reversa um

adaptador 3’ RACE fornecido com o kiz. Em seguida o material estd pronto para realiza¢do de uma

3’'RACE-PCR.
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Fig.8 Resumo ilustrativo dos dois procedimentos distintos para o Kit First Choice RLM-RACE.
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4.5. Construcao de primers e Reacoes de Amplificacao (RACE-PCR)

Baseando-se em 100 sequéncias (Sobrinho Jr. e de Brito, 2010) obtidas para diferentes espécies de
Anastrepha sp de 850 pares de bases relativos a regido codificadora comum aos sexos do gene fruitless,
construimos um conjunto de primes através do software Primer3 (Rozen e Skaletsky, 2000) e da

ferramenta OligoAnalyser 3.0 disponivel no site (www.idtdna.com/analyser/Defalt.aspx/oligocalc.asp)

que nos permitiu a amplificacdo das regides 5" e 3" desse fragmento. Analisamos as estimativas das
temperaturas de hibridizagdo, valores de AG, possibilidade de formacdo de estruturas secundarias,
chances de formacdo de dimeros tanto entre os mesmos primers (selfdimer) como entre estes e o0s
primers do kit utilizado (heterodimer). Dessa forma, reduzimos a produ¢ao de artefatos nas reagdes de
amplificacdo. O elevado nimero de sequéncias de alta qualidade revelou conservagdo interespecifica de
algumas regides proporcionando primers bastante especificos com poucas degeneragdes devido as suas
altas afinidades as regides-alvo. Desenhamos um par de primers para cada uma das extremidades do
fragmento conhecido buscando tanto a amplificagdo inicial quanto a amplificagdo aninhada do produto
final (nested PCR), que ¢ mais precisa e diminui bastante a chance de amplificacdes espurias ndo
associadas ao gene que esta sendo isolado. Porém, apos algumas falhas e impossibilidade de realizar
PCRs-aninhadas em algumas amostras, identificamos a necessidade de um maior nimero de primers os
quais foram construidos e testados em diferentes temperaturas, utilizamos diversas concentragdes de
reagentes e programas distintos para estipular as condigdes otimas para a amplificacdo (Ver Anexo 1
para lista de primers e programas utilizados). Duas bibliotecas parciais de cDNA, construidas a priori
por pesquisadoras de nosso laboratorio, também foram utilizadas em alguns experimentos afim de testar
a amplificacdo de regides do gene fruitless eventualmente expressas nestas. Estas foram obtidas através
de mRNAs expressos em pools de aproximadamente 100 tecidos reprodutivos dissecados de machos e

fémeas de Anastrepha, ambas utilizando o Kit CloneMiner (Invitrogen) seguindo os procedimentos que


http://www.idtdna.com/analyser/Defalt.aspx/oligocalc.asp

evitam contaminacdes do material ¢ as demais recomendacdes do fabricante (Pascual e cols, 2010;
Gongalves e cols. subm, 2011).

Submetemos todos os produtos de PCR a eletroforese em géis de agarose 1%, corados com
brometo de etideo e visualizados em luz ultravioleta para verificar a eficiéncia da reag¢do, e assim
estabelecemos as melhores temperaturas e condi¢des de primers e ANTPs na amplificacdo das regides de
interesse. Marcadores de peso moleculares foram utilizados como pardmetro de comprimento para os
fragmentos amplificados. Foram selecionadas amostras que abrangessem todos os comprimentos
obtidos, entretanto um maior nimero de fragmentos de comprimento préximo e superiores a 1kb foram
escolhidos por dispormos de registros evidenciando comprimentos iguais € superiores a estes para o
gene fruitless em outras espécies de insetos, como: Nasonia sp, Anopheles sp,Apis sp, Drosophila sp,
entre outras.

Uma vez estabelecidas boas condigdes de amplificagdo, fizemos reagdes com volume total de 50ul
fornecendo material amplificado suficiente para purificagdo e clonagem. Todos os produtos de RACE-
PCR provenientes da utilizagdo de ambos os kits foram precipitados com uma solucao de PEG 8000
(20% de Polietilenoglicol 8000 ¢ 2,5M NaCl) (Lis e Schleif, 1975). Este procedimento garante a
precipitacdo do produto amplificado e, uma vez que ndo precipita eficientemente produtos com menos
de 200 pares de bases, serve para eliminar artefatos da reacdo de amplificacdo como dimeros de primer
e nucleotideos ndo incorporados. O produto purificado ¢ novamente submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% e corado com brometo de etideo a fim de se determinar a pureza e concentragao dos
fragmentos obtidos. Esta concentracdo ¢ também estabelecida através de Dot Blot (processo de
quantificacdo em gota), comparando a intensidade da fluorescéncia (proporcional a concentragao de

cDNA aplicado) de cada amostra a padroes conhecidos (marcadores de 10, 20, 30, 40 e 50 ng).



4.6. Clonagem e Sequenciamento

Todas as amostras purificadas foram submetidas aos procedimentos de clonagem usando o Kit de
Clonagem InsTAclone (Fermentas), através de ligacdo com plasmideos do vetor PTZ57R/T e
subsequentemente transformacdo pelo método do choque térmico com bactérias competentes (cepa
DH5a), que apresentam resisténcia a ampicilina, de acordo com recomendagdes do fabricante. O kit de
clonagem T&A Cloning Kit (Real Biotech Corporation) também foi utilizado, mas produziu pequeno
nimero de coldnias positivas necessarias.

Plaqueamos as colOnias recombinantes em meio de cultura LB seletivo (contendo ampicilina
(100pg/ul) e coletamos colonias individuais apds um tempo de aproximadamente 18h (Figura 9).
Replaqueamos as colonias amostradas em novas placas seletivas para uso futuro. Amostramos
aproximadamente 12 colonias para cada reagdo de ligacdo, as quais continham uma variedade de
fragmentos diferentes de AL DS c¢DNA amplificado, tanto para 5'RACE quanto para 3'RACE

realizados separadamente.

Figura.9 Exemplo de placa contendo colonias recombinantes para fragmentos a jusante (3’RACE) da regiao
conhecida do gene fruitless provenientes da reacao de ligacao e transformacao crescidas em estufa apés 18h.

Colocamos estas colonias em agua ultra pura por 5 minutos a 85°C para lise das células e posterior
liberagdo dos plasmideos, e amplificamos este material com primers M13 forward e reverse (0,2mM),
que ligam-se proximo ao sitio de clonagem do plasmideo, para revelar as colonias que incorporaram o
inserto. Dessa forma, diferenciamos as colonias que incorporaram o inserto dos falsos positivos. Os
produtos de PCR nos comprimentos escolhidos foram novamente purificados através da precipitacao

com PEG 8000 e ressuspendidos em 15ul de dgua ultrapura.



Os produtos amplificados destas clonagens foram purificados, quantificados e concentrados na
relacdo exigida pela empresa Macrogen na Coréia do Sul (aproximadamente 25ng/ul), responsavel pelos
sequenciamentos conduzidos sob as condi¢des de ciclagem do BigDye™ Terminator e utilizando o

sequenciador automatico ABI3730XL (Applied Biosystem).

4.7 Analises das Sequéncias e Nivel de Identidade

As sequéncias obtidas para A. obliqua foram analisadas com o software Chromas 2.31
(http://en.bio-soft.net/dna/chromas.html) que permite a visualizagdo dos eletroferogramas e¢ a suas
qualidades. Ambas as fitas foram sequénciadas, ¢ o alinhamento de ambos os eletroferogramas permite a
obten¢do de uma sequéncia consenso para o clone em questdo. A confirmacgdo da similaridade desses
fragmentos com a regido de interesse foi feita utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search
Tool para busca por similaridade nucleotidica, protéica e utilizando nucleotideos transcritos para busca

de proteinas (BlastN, BlastP e BlastX, respectivamente) no GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov).

Estas sequéncias sdo extraidas dos cromatogramas utilizando o programa Phred (Ewing e Green,
1998) que mede a qualidade das sequéncias examinado os picos de cada base para atribuir uma
pontuacdo de qualidade. Posteriormente, sdo analisadas quanto a presenga de vetores utilizando o
programa Cross-Match, disponivel no pacote Phred/Phrap. A qual considera validas as sequéncias com
no minimo 100 bases com Phred >20, sendo que Phred de média = 20 representa 99% de chance de a
base estar correta. Posteriormente as sequéncias foram investigadas para a presenga de uma fase de
leitura aberta (Open Reading Frame) através do ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf.html),
que identifica todas as sequéncias de aminoacidos possiveis dentro da sequéncia de DNA fornecida.

As sequéncias foram transferidas para 0 software BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html) para alinhamento com as demais espécies. Todas as

sequéncias, inclusive aquelas que apresentaram baixa ou nenhuma similaridade com o gene fruitless,
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foram conferidas manualmente visando maior confiabilidade nos alinhamentos e evitar a perda de
sequéncias informativas caso estas fossem muito distintas das existentes nos bancos de dados.

As taxas de similaridade entre as sequéncias do gene fruitless produzidas neste trabalho para
Anastrepha ¢ as depositadas em bancos de dados (GenBank ¢ EMBL principalmente) para as espécies
proximas foram realizadas utilizando os alinhamentos produzidos e inseridos no programa DnaSP

versdo 5 (Rozas, 2009).

4.8 Reconstrucao Filogenética e Testes de Selecao

Os testes de selegdo foram realizados no programa PAML ver 4 (Yang, 2007), que utiliza tanto o
alinhamento das sequéncias entre as diferentes espécies, quanto uma arvore filogenética de maxima
verossimilhanga gerada no programa PHYML ver.3.0 (Guindon e Gascuel, 2003).

Para a reconstrugdo da arvore filogenética um modelo otimizado de substituigdoes nucleotidicas foi
determinado pelo critério de informagao de Akaike (AIC) utilizando o MODELTEST ver.3.7 (Posada e
Crandall, 1998) implementado no pacote HyPHy ver.0.95 beta (Pond e cols, 2005). A arvore foi
estimada por maxima verossimilhanca sob o modelo de substituigdes de nucleotideos TIM+G utilizando
a sequéncia completa do gene fruitless estabelecida ao longo desse projeto para Anastrepha (dados nao
publicados) em conjunto com as sequéncias de cada espécie de drosofilideos, sendo elas: D.
melanogaster — [D84437.1], D. heteroneura — [AF051668.1] e D. silvestris — [AF051665.1].

Buscando investigar as pressoes seletivas que modelaram a evolugdo de fruitless, realizamos e
contrastamos os resultados do testes de selecdo “Relaxed Brach-site test” (Zhang e cols, 2005) e “Strict
Branch-site test” (Yang and Nielsen, 2002) que utilizam o software CODEML, presente no pacote
PAML, para simular diferentes cenarios evolutivos. Ambos os testes utilizam modelos nulos e
alternativos para calcular os indices decorrentes das taxas de substitui¢des nao-sindnimas/sindonimas

(dN/dS = ®) que sdo estimados visando identificar pressdes seletivas. Qualquer valor @ > 1 em um sitio



especifico indica ocorréncia de selecdo positiva, uma vez que substituicdes nao-sindnimas teriam uma
maior probabilidade de fixacdo do que mutagdes sinonimas devido a vantagem seletiva. Por outro lado,
® < 1 indicam ocorréncia de selecdo purificadora, causados provavelmente restrigdes seletivas na
posicdo do cdédon. Em ambos o testes determinamos também a topologia da arvore na qual o gé€nero
Anastrepha representa o ramo foreground, no qual a selecdo positiva ¢ testada, em detrimento das
demais linhagens utilizadas que compdem o ramo background.

Em ambos os testes, a hipdtese alternativa (MA) permite que os coédons do ramo foreground
assumam valores superiores a 1 (o > 1), enquanto que os cddons do ramo background s3o limitados ® <
1. Ja a hipotese nula, apesar de ndo permitir selecdo positiva em nenhum dos dois modelos, existe uma
pequena variagdo entre os testes, sendo que no teste “Relaxed” os sitios podem variar seus valores de ®
entre 0 e 1, diferentemente do teste “Strict” que fixa em » = 1 todos aqueles sitios que apresentem sinais
® > 1 (ou seja, ¢ forcado a evoluir de maneira neutra).

Dessa forma, podemos identificar a ocorréncia de selegdo positiva através de um Teste dos Indices
de Maxima Verossimilhanca (ou LRT — Likelihood Ratio Test), que transforma o log da razdo destes
testes em um resultado que apds submetido a um teste de distribuicdo de qui-quadrado (X?), pode ser
considerado significativo ou nao, ou seja, aceitando ou rejeitando a hipdtese que sugere ocorréncia de
selecdo positiva (Zhang e cols, 2005) nos sitios sujeitos a sele¢do do modelo alternativo identificados
pelo método Bayes Empirical Bayes (Yang e cols, 2005).

Tanto as taxas de identidade quanto as analises de selecdo positiva fornecem informacgdes valiosas
a respeito da diferenciacdo nao somente de todo o gene em questdo mas também de regides especificas
onde observamos a varia¢do das taxas evolutivas entre as espécies comparadas ao longo do tempo

evolutivo (Yang e Swason, 2002; Carter e Drouin, 2009).



5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1. Padronizacao dos Procedimentos

As adaptagdes realizadas aos protocolos existentes representaram um aumento significativo na
eficiéncia de tais procedimentos e foram essenciais para a obtencdo da grande quantidade de material
necessaria para a pratica das RACE-PCRs com o kit Marathon e possibilitou a obtencao de RNA total
de apenas um individuo (uma unica larva, pupa ou mosca adulta) para sua utilizagdo no kit First Choice
RLM-RACE. Corroboramos tais afirmacdes através dos ganhos relativos a cada uma das etapas que
antecedem a sintese do cDNA uma vez que o rendimento médio foi ampliado em mais de 100% na
extragdo do RNA total com TRIZOL (Figura 10), o que corresponde a aproximadamente 2000ng/pl em
10ul de solugdo e atingindo um maximo de 3058ng/ul em 10ul de solugdo em uma das extragdes feita
de uma unica larva. Na etapa subsequente notou-se o isolamento de 15% a mais de RNA mensageiro
quando realizamos pequenas mudancas e o procedimento sendo realizado no mesmo dia da extragdo.
Além do acoplamento entre os dois procedimentos anteriores, foi observado que as modificagdes
adotadas sobre a propria metodologia de isolamento do mensageiro através das esferas magnéticas
(beads) proporcionaram um aumento significativo na quantidade de RNA mensageiro recapturado
(Figura 11) passando de 1,57% para 2,2% do RNA total em comparacao ao kit PolyATtract® System
1000 (Promega) também testado, o que representa um crescimento de 71,36% em eficiéncia.

Um dos grandes empecilhos observados nesse projeto foi a grande perda de material durante a
etapa de concentragcdo na qual cerca de 80% de todo o material era perdido nos primeiros experimentos
seguindo-se os protocolos tradicionais. Depois de testes e consultas com outros pesquisadores, novas
condigOes foram estabelecidas e a quantidade de material maxima utilizada de uma s6 vez foi reduzida,
recuperando em torno de 50% do material apds a realizagdao desse procedimento. Dessa forma, o aporte
inicial de RNA mensageiro concentrado exigido para dar inicio a sintese dos AL DS cDNAs pdde ser

respeitado (1pg de material diluido em 1-4 pl de solucdo) e suas etapas posteriores puderam ser



realizadas de acordo com as especificacdes do fabricante do kit Marathon. Vale lembrar que esta etapa
pode ser evitada na utilizacdo do kit First Choice gragas as otimizacdes adotadas e o mesmo necessitar
de 4x menos material inicial (0,25ug de mRNA) para produzir resultados satisfatorios.

Em seguida foi sintetizado o AL DS cDNA (¢cDNA de dupla-fita ligado a adaptadores) seguindo-se
as orientacdes do fabricante do kit Marathon. Portanto, foram utilizados 4 pl do nosso material
concentrado contendo aproximadamente 1,1 pg. A comparagdo entre nossa amostra de AL DS cDNA e
o controle de material placentirio humano fornecido pelo kit forneceu uma estimativa da diluicdo a ser
utilizada antes da realizacdo das RACE-PCRs. O controle foi 3-4 vezes mais nitido que nossa amostra ¢
optamos por realizar trés diluigdes: 25,100 e 250ul de tampao com tricina-EDTA (Figura 12).

Antes da realizagdo das RACE-PCRs e visando confirmar a presenga de AL DS cDNAs (controle-
positivo) esperados nessa etapa do processo, foram realizadas PCRs com primers para amplificagdo da
regido conhecida do gene fruitless com as trés dilui¢des. Foi obtida uma banda de aproximadamente 850
pb nos trés casos, o que evidencia ndo apenas a expressdo do gene em questao no material extraido, mas
também o sucesso do isolamento de seus produtos na producao de AL DS cDNA (Figura 13). Este teste
também foi realizado apds obten¢do dos cDNA ligados a adaptadores no kit First Choice € ndo consta
do protocolo de nenhum dos dois kits, mas se mostrou como uma eficiente forma de assegurar a nao
degradacao do material de interesse ap0s essa fase trabalhosa de inclusdo dos linkers.

A seguir apresentamos as imagens dos géis de agarose 1% fotografados ao longo das etapas dessa

metodologia utilizando os protocolos adaptados.
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Fig.14 Teste dos primers

Fig.10 Seis amostras com aproximadamente 2000 ng RNA total.
Fig.11 mRNA mensageiro (centro) isolado pelas beads, o que respresenta 2,2% do RNA total.

Fig.12 Comparacio entre a amostra de AL DS cDNA obtida (esquerda) e o controle de material placentario
humano (centro). Marcador de peso molecular (direita) utilizado nao foi satisfatério.

Fig.13 Controle positivo através da amplifica¢ao da regiao “C1” do gene fruitless utilizando primers ja
padronizados usando como amostra AL DS ¢cDNA nas diluicoes 1/100 (esquerda) e 1/250 (direita)

Fig.14 Teste dos primers para 5” ¢ 3° RACE em diferentes condicoes e programas.

Fig.15 Amplificacido padronizada para ambas as extremidades.
Obs: Cada linha resulta da aplicacao de 1 pl de amostra. Utilizamos como parametro de peso molecular o
marcador GeneRuler 1kb Ladder (Fermentas).

5.2. Padronizacao das Amplificacoes

Fig.
15

3'RACE Aprox. 950 pb
5'RACE Aprox. 590 pb
GeneRuler 1kb Ladder (Fermentas)

Como descrito na metodologia, diversas RACE-PCRs (Figura 14 e 15) utilizando combinagdes

diferentes de primers foram realizados seguidas por nested-PCRs com primers mais internos visando

uma maior confiabilidade dos fragmentos amplificados. Em poucos casos, em que os primers escolhidos

eram mais externos aos demais, essa segunda rodada de amplificagdes ndo pode ser realizada, sendo

assim, a validacao nesses casos se deu pelo sequenciamento direto dos fragmentos obtidos.




Os fragmentos de comprimentos distintos obtidos foram clonados, reamplificados com primers
M13 forward e reverse (Figura 16) e sequénciados visando encontrar aqueles correspondentes ao gene
fruitless uma vez que seu comprimento ¢ desconhecido para nossa espécie. Outro fator importante para
selecdo de uma ampla quantidade de fragmentos encontrados estd na existéncia de diversas isoformas

que apresentam provavelmente comprimentos variaveis.

Fig.16 Exemplo de gel de agarose 1% contendo varios fragmentos de tamanhos distintos posteriores a
amplificacdo com primers M13 universais. Para fins de comparacao foram escolhidos dois fragmentos de cada
um dos comprimentos obtidos e submetidos ao sequenciamento.

De porte destes sequenciamentos pudemos identificar fragmentos similares aqueles expressos pelo
gene fruitless em outras espécies, facilitando a caracterizagcdo parcial deste e a identificacdo das
possiveis isoformas por nés isoladas.

Através dos resultados das amostras e dos controles realizados podemos inferir que o protocolo do
kit Marathon apesar de bastante trabalhoso e de alto investimento financeiro, ndo apresentou grandes
dificuldades para sua realizacao. Contudo, sua eficiéncia na sintese de cDNAs ligados aos adaptadores
artificiais para o gene fruitless ainda nao esta totalmente comprovada, uma vez que sua amplificacdo nao
atingiu o nivel de especificidade que se aguardava (aproximadamente 50% de colonias falso-positivas) e

ndo logramos sucesso completo na amplificagdo da regido 5°. Entretanto, importantes sequéncias



pretendidas para o final 3" foram obtidas e confirmam sua alta variabilidade de formas e complexidade
estrutural, seguindo o padrao ja descrito e revisado para outros insetos (Salvemini e cols, 2010).

J& o kit First Choice também foi capaz de amplificar eficientemente os produtos desejados,
apresentando a caracteristica de necessitar de menos material para sua realizag¢ao, o que lhe confere uma
vantagem importante uma vez que uma grande quantidade de mRNAs de boa qualidade demonstrou-se
de dificil obten¢do para nossos organismos. As sequéncias provenientes da utilizacdo desse kit também
se referem majoritariamente a extremidade 3" e possibilitaram a identificagdo de variantes produzidas
pelo mecanismo de splicing alternativo especialmente das fases larvais e de pupa.

Uma vez que obtivemos uma quantidade reduzida de sequéncias informativas a respeito da
extremidade 5°, fomos obrigados a langar mao de um método de obtencao alternativo que consistiu na
amplificacdo das sequéncias-alvo utilizando primers universais MI13 em conjunto com primers
especificos para o gene fruitless orientados para extremidade 5" utilizando como sequéncias molde duas
bibliotecas de cDNA distintas provenientes de tecidos reprodutores de machos (Pascual e cols, 2010) e

de fémeas (Gongalves e cols.subm., 2011).

5.3 Sequéncias Obtidas e Alinhamentos

Ao total foram sequénciados 207 fragmentos, os quais ap0ds tratados e conferidos no GENBANK
(através da ferramenta BLAST), revelaram 114 sequéncias informativas referentes a diversas regides
genomicas de Anastrepha sp pela similaridade com Drosophila e demais insetos dipteros, a grande
maioria delas ainda ndo descrita para esse género. Destas, trés sequéncias foram identificadas como
sendo referentes a extremidade 5 do gene fruitless, enquanto que outras 45 sequéncias dizem respeito a
extremidade 3’. Depois de analisadas individualmente fomos capazes de estabelecer a correspondéncia
destes fragmentos com a regido especifica do gene fruitless, entre elas: uma sequéncia de 210pb
(relativa a uma regido a montante gene fruitless na qual encontram-se os éxons BTB1 e BTB2); duas

sequéncias de 299pb (que se inicia na regido conhecida do éxon C3, passa pelo éxon C4 e termina no



inicio de D em Drosophila silvestris); duas sequéncias praticamente idénticas de 861pb (que englobam o
final do éxon C3, passando pelo éxon C4 até a regido mediana do éxon D) que diferem em apenas uma
substitui¢do sindonima (Figura 17); uma sequéncia de 544pb (relativo a amplificagdo da porgdo final do
éxon D, ultimo presente na isoforma D); duas sequéncias de 53 1pb (referentes a por¢do mediana e final
do éxon D, que sobrepdem em suas extremidades as regides iniciais e finais do mesmo éxon ja
mencionadas, possibilitando sua completa identificacdo); duas sequéncias de 762pb (referentes a regido
j& conhecida do BTB2 e C3 em Anastrepha sp); uma sequéncia 556pb (que se inicia no final do éxon C5
e termina no regido intermediaria do éxon ZincFinger do “tipo C’); uma sequéncia de 809pb (que se
inicia no final do éxon C4, apresenta C5 e finaliza no stop cédon do éxon ZincFinger do “tipo C”);
outras 34 sequéncias analisadas,variando entre 423pb e 856pb, referiam-se a fragmentos incompletos ou

de menor extensdo da extremidade 3" (regides dos éxons C4, D, C5 e dominios Zinc-Fingers).

T A CA G CAG CAAGGTCAGCCGTG A ACAACAATCA

BS:

T A CA GCAGCAAGGTOCAGCG TG AACAATCAACA

BS:

Fig. 17: exemplos referentes a um mesmo trecho (520-550pb) dos sequenciamentos de duas colonias
distintas da extremidade 3 do gene fruitless.

Observando-se o total de fragmentos obtidos e aqueles realmente dizem respeito as regides
pretendidas nesse projeto observamos uma baixa especificidade inerente a utilizagdo desta técnica,

mesmo utilizando re-amplificacdes com primers aninhados (nested-primers), isso se deve
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provavelmente a primeira rodada das RACE-PCRs utilizar apenas um primer especifico para o gene ao
invés de dois como normalmente ocorre em PCRs tradicionais, elevando a chance de hibridizagoes ¢
subsequentes amplificagdes inespecificas.

As sequéncias informativas deste trabalho apresentaram altas taxas de similaridade nucleotidica e
protéica com CDS do gene fruitless de diversas espécies de Drosophila e outros dipteros, os quais ja tém
seu genoma completamente sequénciado. Quando buscamos traduzir estes nucleotideos, vimos que os
produtos referem-se a uma unica ORF (Open Reading Frame) indicando que se tratam de fato de

mRNAs funcionais Gnicos.

5.4 Organizacao Estrutural do gene fruitless em Anastrepha

O alinhamento das proteinas preditas com a de outras espécies de dipteros revelou que nossa
estratégia de fato conseguiu identificar tanto éxons a jusante quanto a montante da regido conhecida. De
posse desses dados e sobrepondo regides similares entre as sequéncias obtidas separadamente fomos
capazes de organizar estruturalmente a regido codificadora do gene fruitless para Anastrepha, que se
estende desde os dominios BTB que agem como moduladores de interagdes proteina-proteina e se
enquadram em uma variedade de classes funcionais ja relatadas (Privé, 2005), até os motifs terminais
que expressam sitios de ligacdo ao DNA do tipo Zinc-Fingers (Gailey, 2006), sendo elas: a regido 5’
representada pelos dois éxons BTB1 (chamado C1) e BTB2 (chamado C2) (Bric-a-brac, Tramtrack and
Broad complex transcription regulators), um intron de 79 pb conhecido gracas a amplificagdo de uma
por¢ao de DNA deste gene entre os éxons BTB2 e C3 (Sobrinho e de Brito, 2010), os trés éxons da
regido conectora C3, C4 e C5, o éxon ZnF D (estruturalmente localizado entre C4 e C5) que codifica
para um Zinc-Finger de expressao limitada em Drosophila compondo apenas uma das 14 isoformas ja

descritas para esse género; e por fim o éxon ZnF C a jusante do éxon conector CS5, similar aquele



encontrado nos demais dipteros e caracteristico do final das proteinas produzidas por fruitless (Figura 18

e Anexo 2).

D. melanogaster
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Fig.18 Representaciao esquematica do gene fruitless identificada neste projeto para A. obliqua em contraste
com Drosophila melanogaster.

Temos confianga que essas sequéncias referem-se as regides codificadora do gene fruitless em
questdo por representarem ORFs, terem alta qualidade de sequenciamento (sequenciamentos médios de
750 nucleotideos com boa resolugdo, tendo alcangado 861pb), apresentarem alta similaridade das
regides iniciais e terminais dos fragmentos com espécies proximas, sobreposi¢cdo de regides semelhantes
obtidas em fragmentos distintos, auséncia de cddons de terminacdo e presenga da cauda poli-A nos
eletroferogramas amplificados com primers M13rev.

Apesar de algumas amostras ndo possibilitarem seu sequenciamento reverso em funcdo da

existéncia da cauda poli-A, que promove alteracdes no sequenciamento em funcdo de “gagueira”



(stutter) ou escorregdes da enzima que inviabilizam a obten¢do de sequéncias de qualidade apds tal
cauda, conseguimos obter novos fragmentos que puderam ser sequénciados completamente até as
regides terminais dos éxons que apresentavam codons de terminacdo (Stop cddons) através da
amplificacdo desses clones por gene-walking.

De posse dessas informacgdes, identificamos com seguranca a extremidade 5° quase que em sua
totalidade, restando apenas a regido 5"UTR, os eventuais promotores, os éxons especificos de cada sexo,
caso existam, e o primeiro éxon do dominio BTB. Temos confian¢a também que a extremidade 3" esta
totalmente caracterizada ao menos para as transcritos terminados nos éxons que codificam os Zinc-
Fingers dos tipos D e C. Dessa forma, este projeto contribuiu significativamente para expansao do banco
de dados a respeito da regido codificadora do gene fruitless em Anastrepha, tornando conhecidas
diversas regides, transcritos e sequéncias que podem servir como locais confidveis para hibridizagdo de

primers especificos visando a obtenc¢ao de outras isoformas em estudos posteriores.

5.5 Identidade entre as Sequéncias

Depois de estabelecida a sequéncia linear de organizagdo para Anastrepha calculamos a taxa de
similaridade nucleotidica e de aminoacidos codificados (incluindo os indels; sequéncia de bases
presentes em apenas uma das espécies) entre este € os demais grupos aparentados, para as quais 0 gene
em questdo ja se encontra parcialmente (como em Bactrocera e Ceratitis) ou completamente descrito,

produzindo os dados encontrados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.



Tabela 1. Taxa de similaridade nucleotidica global (nivel de identidade) e por éxons entre a sequéncia do
gene fruitless identificada para Anastrepha em comparacao com seu correspondente em outros insetos.

C2 CDS

92,59% - - - - - 92,59%
9537% | 37,09% | - - - - 66,23%
86,11% | 46,23% | 54,33% | 60,60% | 31,66% | 54,54% | 55,57%
6574% | 33,59% | 26,51% | 47,36% | 1790% | 44.42% | 39.25%
67,59% | 32,50% | 34,66% | 44,27% | 14,13% | 3397% | 37.85%
7037% | 14,34% | 25,16% | 50,75% | 20,71% | 21,19% | 33,75%
6851% |2294% | * |3893% |1592% | 28,70% | 34,89%

67,59% | 23,28% b 44,69% | 32,06% | 2891% | 39,30%

76,73% 2999% | 35,16% | 47,76% | 22,06% | 35.28%

Tabela 2. Taxa de similaridade global entre os aminoacidos codificados pelas sequéncias comparadas (nivel
de identidade) e por éxons para o gene fruitless identificada para Anastrepha e seu correspondente em outros

insetos.

Regiio BTB Regido Conectora Zinc Fingers TOTAL

CDS

C2

9722% - - - - - 9722%
9722% | 4176% | - - - - 69,49%
9722% | 4791% | 59,00% | 61,36% | 33,92% | 66,66% | 61,00%

69,44 % 18,03% | 14,14% | 20,00% | 13,35% | 41,66% | 29,43%

83,33% 10,58% | 10,48% | 1395% | 8,03% | 34,30% | 26,77%

75,00% | 14,50% | 15,00% | 32,55% | 19.04% | 2383% | 29,98%

69,44 % 12,54 % * 18,18% | 16,36% | 33,13% | 28,93%

66,66% | 1137% * 22,72% | 19.28% | 3093% | 30,19%

81,94% 22,38% | 24,65% | 28,12% | 18,33% | 38,41%

Em ambas as tabelas (1 e 2): (--) indicam calculos nao realizados pela auséncia de dados para as espécies
relacionadas. (*) indicam a nao existéncia de determinados éxons para as espécies. As letras indicam as
ordens as quais pertence cada género: (A) Diptera, (B) Lepidoptera, (C) Coleoptera e (D) Hymenoptera.

a5 L




Esses dados confirmam nossas expectativas a respeito da regido codificadora do BTB ser a mais
conservada desse gene entre todos os grupos comparados, mantendo valores acima de 65% de
similaridade mesmo para os grupos menos relacionados (p.ex. Apis mellifera = 66,66%). Quanto a essa
regido, destacamos principalmente sua conservacdo entre os tefritideos nos quais obtivemos taxas de
identidade acima de 92% levando-se em conta os nucleotideos e superiores a 97% quando considerados
os aminoacidos codificados pelas sequéncias.

Outros éxons que apresentaram regides internas com significativa conservacdo em detrimento de
outras mais variaveis foram os éxons C5 e ZnF C, que apesar de ndo superarem 60% de conservacao
em nenhuma situagdo, sdo compostos basicamente pelos mesmo aminoacidos em suas por¢des medianas
e terminais (extremidade 3") em praticamente todas as espécies. Ao menos para o éxon ZnF_C isso pode
ser explicado por essas por¢des coincidirem com os aminoacidos que codificam para os importantes
dominios do tipo ZincFinger caracteristicos dessa regido terminal de alguns transcritos (Gailey e cols,
2006).

Entre os demais éxons com menores taxas de similaridade aquele que mais merece destaque sem
davida ¢ o ZnF D, raramente expresso em drosofilideos. Sua estrutura em Anastrepha s6 pdde ser
identificada com seguranca apds a sobreposi¢do de uma série de fragmentos amplificados em sequéncia
iniciando-se no éxon anterior (éxon C4) e terminando no éxon posterior (¢xon C5), mais conservados,
que vieram a preencher as divergéncias deixadas pelo processo evolutivo. Além de o éxon ter
praticamente o dobro do comprimento do observado em Drosophila melanogaster (588 pb contra 1011
em Anastrepha), identificamos uma grande similaridade na por¢cao medial complementada por uma
espécie de “fragmentacao de alinhamento™ ao longo do restante do mesmo, no qual pequenas sequéncias
nao contendo mais do que 15 aminoacidos foram alinhadas entre extensas regides apresentando indel

(Anexo 2).



Uma das hipoteses elaboradas por Bertossa (2009) para explicar as grandes variagdes encontradas
entre as regides que codificam zinc fingers e outras regides como apontadas nesse e em demais trabalho
como a auséncia de zinc fingers do tipo A e F em Bombyx mori; do tipo F em drosofilideos; de éxons
especificos para cada sexo em drosofilideos havaianos; e da fusdo de éxons da regido BTB e conectora
em Nasonia, sugere que a historia evolutiva do gene fruitless entre os insetos se deve a existéncia de
apenas dois ou trés C,H; zinc fingers basais no ancestral anterior a irradiacdo dos holometabolos que
deram origem um deles aos tipos A e C, e o outro aos tipos B e F, tendo estes pares funcdes redundantes
herdadas do ancestral comum e sendo suscetiveis a evolugdo multifuncional no decorrer do periodo
evolutivo, tendo assim se diferenciado, gerado novos dominios e possivelmente adquirido novas
funcdes. Para testar essa hipdtese, pode-se expressar ou inativar, através de knock-out, os zinc fingers
teoricamente mais derivados (p.ex. tipo F) ausentes ou presentes em espécies de interesse, visualizando
seus eventuais efeitos fenotipos.

Pelo fato de consideramos os indels, presentes entre todos os alinhamentos realizados, esperamos
que a porcentagem de identidade entre as sequéncias tenham seus valores subestimados, uma vez que o
programa DnaSP considera como auséncia total de similaridade estas situagdes, ou seja, regioes onde o
alinhamento apresenta um “GAP” em qualquer uma das sequéncias comparadas, o soffware atribui uma
diferenca entre ambas. Se considerarmos, por exemplo, apenas as regides com correspondéncia mesmo
entre espécies mais distantes entre Anastrepha e Nasonia e para um éxon altamente variavel como o
ZnF D citado acima encontraremos 64,70% de identidade de aminoacidos, bastante diferentes dos
15,92% obtidos na andlise inicial (Figura 19).

Outro exemplo pode ser obtido contrastando o éxon C3 entre Anastrepha e Ceratitis, no qual a
analise inicial apontou 37,09% de similaridade nucleotidica, porém, apos a parte final do éxon ter sido
desconsiderada da andlise por ser uma regido exclusiva de Anastrepha e sem similaridade com as

demais espécies, essa identidade atingiu 81,95% (Figura 20).
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Fig.19 Imagem do alinhamento realizado no programa BioEdit para simular a taxa de similaridade entre os
aminoacidos codificados pelas sequéncias da porcio central do éxon ZnF_D entre Anastrepha e Nasonia,
desconsiderando-se as regioes de indel. A area em destaque escuro representa a regiao utilizada para nova
analise. Os tracos (--) representam os indels e os pontos ( . ) representam aminoacidos iguais entre as

sequéncias.
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Fig.20 Imagem do alinhamento realizado no programa BioEdit para simular a taxa de similaridade entre os
aminoacidos codificados pelas sequéncias da porcao central do éxon C3 entre Anastrepha e Ceratitis,
desconsiderando-se as regides de indel. A area em destaque escuro representa a regiio utilizada para nova
analise. Os tracos (--) representam os indels e os pontos ( . ) representam aminoacidos iguais entre as
sequéncias.

Ainda que com essa ressalva que requer uma avaliagdo mais minuciosa de cada uma das regioes
comparadas nessa analise, foram obtidos dados valiosos a respeito de diversas regides especificas do
gene antes desconhecidas, tanto aquelas que mantiveram uma maior conservagao como as que passaram

por grandes diferenciacdes ao longo do tempo evolutivo, possibilitando a identificacdo principalmente
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de aminoécidos distintos que vem sendo codificados pelos organismos em questdo, o que acaba por nos
fornecer indicadores interessantes sobre possiveis alteragdes na estrutura das proteinas produzidas que

podem levar a alteracdes estruturais e funcionais singulares entre as espécies.

5.6 Selecao Positiva sobre o gene fruitless

A arvore filogenética (Figura 21) gerada no programa PHYML foi utilizada juntamente com as
sequéncias provenientes da regido codificadora obtida para os estudos evolutivos do gene fruitless. A
regido codificadora totalizou 2868 pb, se iniciando no segundo éxon da regido BTB (éxon C2) e

terminando no codon de termina¢do do éxon conhecido como ZnF C.

0.1669 Drosophila melanogaster
0,1146 02978
0,1679 Drosophila silvestris
0,1299
0,1679
-10,4123
'— Drosophila heteroneura
0,0012
0,4123
Anastrepha sp
0,05

Fig.21 Arvore filogenética estimada por maxima verossimilhanca da regido codificadora do gene fruitless
utilizada para deteccio de selecdo. O ramo foreground esta destacado em cinza. A distancia genética esta
expressa em substituicoes de nucleotideo por cédon.



A Tabela 3 mostra tanto os parametros inferidos para os modelos nulos M1a e MA restrito, quanto

para os modelos MA alternativos.

Modelo Parametros Lnl
Mla (o, = 1, fixado) wo= 0,075 w;=1.000
Relaxed Brach-site test nulo po = 0,487 p1=0,513 -10071,980644
MA restrito (o, = 1, fixado) wo= 0,052 w,=1.000
Strict branch-site test nulo po = 0,407 p1=0,298 (p2+p3) =0,295 -10049,419875
MA o= 0,066 w,= 186,015
Modelo alternativo po= 0,423 p1 = 0,295 (p2+p3)=0,282 -10005,583645

Tabela 3. Parametros estimados e valores de log likelihood (Lnl) para os modelos M1a, MA e MA restrito.

wy = valores de dN/dS para sitios com 0 < v < 1; ; = valores de dN/dS fixados em 1; @, = valores de dN/dS
para sitios com ® > 1, os quais correspondem somente aos sitios do ramo foreground (Anastrepha). Os
parametros (p2+p3) representam a proporcio total de sitios sob seleciio positiva.

O relaxed branch-site test rejeitou o modelo nulo (Mla) com restricdes seletivas (0 < o < 1)
indicando que o ramo foreground (Figura 21) divergiu na regido analisada por limita¢des seletivas
relaxadas ou por sele¢do positiva (Tabela 4). Contrastando o modelo MA restrito (null MA, ou MA
nulo) com o modelo MA alternativo do strict branch-site test, pudemos discriminar entre as duas
hipoteses e novamente o modelo nulo foi rejeitado (Tabela 4) em favor da hipotese de diferenciagdo por
selecdo positiva. Sendo assim, através do Bayes Empirical Bayes pudemos identificar 25 sitios
evoluindo sob selecdo positiva com probabilidade superior a 95% (Tabela 4) e criar um grafico contendo

todos os sitios para os quais essa probabilidade superou 50% (Anexo 3).

Relaxed Brach-site test Mlax MA 133 2 p<10® 20,21,23,24,29,31,92,122,147,262,405,429,473,488

Strict Brach-site test Restricted MA x MA 87,7 1 p<10" 489,490,495,502,507,521,536,703,768,785,927.

Tabela 4. Comparacao entre os modelos nulos e alternativos por LRT (Likelihood Ratio Test) e estimativa de
sitios evoluindo sob selecio positiva com por BEB (Bayes Empirical Bayes) com confiabilidade superior 0.95.
GL: graus de liberdade.
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Esse grafico facilitou a identificagdo visual de regides com tendéncia elevada a apresentar sitios
provavelmente sob efeito de selecdo. O contraste destes com suas posi¢des reais na estrutura do gene
fruitless revelaram maiores aglomeragdes de sitios na regido inicial do éxon C2, por¢ao 5" do éxon C3,
terco inicial e final do ZnF D, regido de transi¢do entre os éxons C5/ZnF_C e extremidade 3" do ZnF C
(Anexo 3). Essas observacdes evidenciam regides especificas do gene fruitless com maiores tendéncias
a apresentarem mutacgdes ndo-sindnimas ao invés de sindnimas, que podem ser explicadas, a0 menos em
parte, devido a selecdo positiva ocorrendo preferencialmente nas regides que ndo codificam dominios

essenciais caracteristicos desse gene.

5.7 O gene fruitless como marcador molecular

Além da disponibilidade de informagdes geradas por trabalhos anteriores realizados em nosso
laboratério, interesse cientifico e curiosidade pessoal, outra prerrogativa para escolha desse gene foi a
investigacao do potencial de genes que afetam caracteristicas reprodutivas para diferenciagdo molecular
entre espécies com divergéncia recente e grande tamanho efetivo populacional, como ¢ o caso do género
Anastrepha.

Estudos multilocus indicam a majoritaria retengcdo de polimorfismos ancestrais em grande parte de
genomas analisados entre espécies proximamente relacionadas (Smith-Caldas e cols, 2001; Morgante e
cols, 1980), no entanto alguns estudos realizados com genes relacionados a producao de feromdnios
(Dopman e cols, 2005), proteinas do s€émen (Andrés e cols, 1983; Maroja e cols, 2009) ou fungdo
espermatogénica (Ting e cols, 2000) tem apresentado variagdes exclusivas em regides sob selegdao
positiva. Nesses casos, os polimorfismos ancestrais tendem a ser eliminados de maneira acelerada
concomitantemente a fixacao dessas regides selecionadas contendo variagdes exclusivas em cada grupo
ou espécie (Ting e cols, 2000), aumentando a taxa evolutiva e possivelmente afetando de alguma forma

a ocorréncia de isolamento reprodutivo. Tomando por base nossos resultados que demonstraram novos



sitios sob sele¢@o, ndo refutamos a hipdtese de que o gene fruitless possa vir a ser utilizado futuramente
como um marcador molecular eficiente que ajude na elucidagdo do processo de especiagdo entre os
insetos, em particular para nosso complexo de espécies de interesse chamado de grupo fraterculus,
entretanto novas andlises com foco populacional que envolvam toda a ampla regido descrita nesse

trabalho serdo necessarias para uma avaliagdo precisa.



6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos aliados aos estudos desse importante gene de regulacdo do comportamento
sexual revelam a conservagdo estrutural dos importantes dominios e manutencdo da variabilidade e
complexidade de transcritos produzidos por esse gene, dando suporte a hipdtese de que fruitless ¢ um
gene de origem antiga que tem conservado suas fungdes nas diferentes espécies de insetos (Bertossa e
cols, 2009; Ruiz e Sanchez, 2010), permanecendo praticamente inalterada a regulacdo de sua expressao
baseada na estratégia de splicing diferencial nos ultimos 350 milhdes de anos (Salvemini e cols, 2010),
podendo inclusive ser considerado o gene prototipico do comportamento sexual masculino entre os
insetos dipteros dada a sua conservacdo estrutural no contexto evolutivo transcorrido ao longo de
aproximadamente 250 milhdes de anos que separam Drosophila ¢ Anopheles (Gailey e cols, 2006).
Entretanto, divergéncias consideraveis quanto ao nivel de conservacdao e composi¢ao de cada um dos
éxons sdo esperadas e realmente ocorreram em nossos dados, o que explica as diferencas espécie
especificas e pode ajudar no entendimento da diversidade de comportamentos sexuais observada entre
os insetos (Bertossa e cols, 2009).

De posse desses dados fomos capazes de descrever com detalhes a maior parte da regido
codificadora desse importante gene responsavel pelo comportamento sexual da espécie em questdo,
principalmente no que diz respeito aos éxons expressos independentemente do sexo ao longo dos
diferentes estagios de desenvolvimento. A ndo amplificagcdo dos €xons especificos dos machos e das
fémeas acaba por proporcionar novas oportunidades para estudos subsequentes uma vez que a ndo
obtencdo dessa regido pode ser explicada tanto por artefatos metodologicos como pela propria auséncia
da mesma em Anastrepha sp, fato este ja identificado como recorrente em outros drosofilideos e
bastante caracterizado para duas espécies de drosofilideos havaianos (D.heteroneura e D silvestris), 0s
quais ndo apresentam splicing sexo-especifico e tem todos os seus transcritos iniciados diretamente no

primeiro éxon C1 da regido do BTB, o que hipoteticamente leva a uma mudanca comportamental pouco



severa incapaz de prevenir o acasalamento e pode ter desencadeado o comportamento agressivo
observado entre os machos dessas espécies (Davies e cols. 2000a e 2000b). Vale destacar que até a
presente data, as Unicas espécies dentre as que foram citadas neste trabalho que se tem confirmagdo do
mecanismo de splicing diferencial para cada um dos sexos sdo: Drosophila melanogaster, Anopheles
gambiae, Nasonia vitripennis € Apis mellifera.

Fomos capazes de identificar também diferengas significativas com relagdo aos comprimentos e
composicdo dos éxons como ¢ o caso do éxon D, relatado como raramente expresso e de comprimento
bastante reduzido nos drosofilideos, evidenciando sua conserva¢do principalmente na regido central
enquanto que a por¢ao terminal revela um numero maior de sitios sob sele¢dao. Além disso, confirmamos
a presen¢a de diversas isoformas que ainda que apresentem sequéncias diferentes seguem o padrio de
expressdo desse gene com uma forte tendéncia a conservagdo de estrutura primaria e algumas vezes
secundaria na composi¢ao das regidoes BTB, Conectora e que codificam os dominios Zinc Finger
(Davies e cols, 2000).

Todos estes dados proporcionam uma caracterizagao pioneira a cerca da estrutura e mecanismos de
expressao a respeito do gene fruitless e sao de grande valia para a continuidade de estudos evolutivos,
abrindo caminho para o esclarecimento de sua complexa conformag¢do e formas de expressao,
possibilitando a identificagdo de novas regides ndo s6 em A. obliqua, mas também nas demais espécies
proximas. Essa gama de novas informagdes auxilia no entendimento da biologia evolutivos deste grupo
e possibilita analises mais complexas sobre o padrdao de evolugdo molecular do gene fruitless.

Pudemos constatar que o gene fruitless realmente tem uma organizacdo genOmica bastante
complexa quando comparado aos demais genes principais da cascata de determinacdo sexual (como o
doublesex e o transformer), expressando um elevado numero de isoformas distintas que provavelmente
requerem uma minuciosa combinacdo para o desenvolvimento correto de certos circuitos neuronais, o

controle dos aspectos de corte e o proprio ato de copula. Sendo assim, € esperado que importantes



dominios tenham mantido conservado o cerne de suas estruturas funcionais, enquanto que regides de
transicdo ou contendo aminodcidos menos importantes para funcionalidade das proteinas produzidas
pela expressao desse gene tenham sofrido menores restricdes para se modificar.

A andlise da identidade da regido codificadora do gene fruitless revelou que a regido BTB exibe a
maior taxa de similaridade tanto nucleotidica quanto de aminoacidos entre todas as sequéncias dos
insetos comparados; situagdo oposta ao éxon ZnF D que apresentou a menor. Observamos também
que, salvo poucas excecdes, ocorre uma diminuicdo da taxa de identidade deste gene quando
comparamos grupos filogeneticamente mais distantes, o que sugere uma separagao mais recente, ou seja,
menor tempo evolutivo habil para alteragcdes grosseiras, entre os grupos mais aparentados.

As comparagdes das sequéncias do gene fruitless de insetos provenientes de linhagens evolutivas
bastante distintas mostram que apesar da alta conservagdo evolutiva do BTB e dominios de ligagdo do
DNA, toda a regido conectora apresenta elevada divergéncias entre as espécies estudadas (Gailey e cols,
2006; Bertossa e cols, 2009). Essa divergéncia corrobora os achados de Sobrinho e de Brito (2010) e
pode ser decorrente de limitagdes seletivas relaxadas e/ou forcas de selecdo positiva que atuam sobre
porg¢des especificas do gene, sendo essas destacadas pela analise BEB (Tabela 4).

Tanto os testes de similaridade quanto os testes de selecdo ao nivel de espécies demonstraram que
ocorreu diferenciacdo entre o background (Drosophilidae) e o foreground (Tephritidae) especialmente
na regido conectora em detrimento dos demais €xons desse gene, o que pode sugerir uma auséncia de
funcdo primordial codificada por essa regido ou ainda a presenga de informagdes singulares de cada
espécie. Essas conclusdes se baseiam ndo somente na comparagdo entre taxa distantes apresentarem
divergéncias elevadas decorrentes da longa historia evolutiva transcorrida, mas também por episodios de
evolugdo adaptativa observados entre linhagens de separagao recente, o que sugere que as caracteristicas
sexuais influenciadas por esse gene, como a diferenciagdo sexual o comportamento de corte dos machos,

estejam envolvidos de alguma forma nesse processo evolutivo.



Os dados gerados nesse trabalho ndo somente corroboram as inferéncias propostas por Sobrinho e
de Brito (2010) como evidenciam a ocorréncia de selecdo positiva atuando sobre pontos especificos ao
longo de todo o gene fruitless durante a diferenciacdo dos insetos. Foram encontrados nesse estudo 25
sitios sob efeito da sele¢do positiva, que somados aos 15 propostos pelos estudos precursores validam a
hipdtese da alta taxa evolutiva observada para regides individuais deste gene.

A aplicabilidade de técnica de RACE-PCR para obtencdo das sequéncias pretendidas nio estd
totalmente comprovada uma vez que ambos os kits utilizados apresentaram grandes quantidades de
amplificacdes espurias mesmo utilizando posteriormente primers aninhados (nested-PCR),
provavelmente isso se deve a falta de especificidade da reacdo de amplificacdo que ¢é reflexo da
utilizagdo de apenas um primer gene-especifico. Dessa forma, ndo nos surpreendemos com tais
resultados e tivemos que langar-mao de técnicas complementares em vista de alcangar os objetivos
propostos inicialmente.

Através dessa pesquisa, esperamos ter elucidado grandemente a estrutura codificadora desse
importante gene candidato, determinando regides potencialmente importantes para o processo de
diferenciacdo do grupo fraterculus, viabilizando a adequagcdo do mesmo em um modelo evolutivo a ser
considerado para futuras inferéncias filogenéticas, filogeograficas e de selecao positiva com abordagens
populacionais, averiguando de maneira mais robusta seu potencial como marcador molecular para essas

espécies.
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ANEXO 1

Os primers em vermelho foram os que apresentaram melhores resultados de amplificacdo

inicialmente e por isso foram escolhidos para serem utilizados na etapa inicial do trabalho (Quadro 1).

5 frud37r
frul56aaf

giggecgaggatatgggcgagic
gccggtggatcatatagetagtaataageg 63.1°C

BB.3°C

Quadro 1. Par de Primers especificos para o gene e suas condicdes otimizadas para RACE-PCR,
onde “R” indica uma degeneracio relativa a uma Adenina ou Guanina.

A) Novos Primers construidos para extensao da extremidade 3”:

fru3100f | 5" GGT CTC AGT CAA GCG CTT AG 3’ fru3002f | 5" AGC ACG TCC GAA TCG GAG GA 3’
fru36l1r | 5" TCATCGTATTGCAGCCATTCAAATTG 3’ fru3739r | 5" TGT GAT GAT TGA CAA TCT CCA GCCG 3’
fruC4af | 5" GGAGGACGCGATCATCACAGGTGTTGGC 3" | fruC4bf | 5" GGCGTGGGTAGCGGCAGTGTTAGTGCG ’
fruC3C4f | 5 GGC AAA GGT ACA TGG GTCTCA CG 37 fruC3C4r*| 5" AGT CGT GAT GAA CTC ATG CA 3°

BTB2f 5" ATG GAC CAG CAATTCTGCTTA C 3’ fruC3bf | 5" CGC GAA CAC CGC CAA ATA CAATGC 3’
fruC3af | 5"CAA CGA CCG CTA ACG CCT GCA GACGC 3’| fru 1- 5" GTGTTACAGTGCGGCGTTAGC 3

B) Novos Primers construidos para extensao da extremidade 5”:

fru 2-

5" TCCTCCGCCGCCAGATAGT 3’

fruC3r

S'TGTAGACTCTCGGCTGTTTTGAGGAACAT 3

fru 1+

5" CGCCTGTGACACCAGACCA 3’

fruC3C4r*

5" AGT CGT GAT GAA CTC ATG CA 3’

* O primer fruC3C4r foi utilizado tanto para a amplificagdo da regido intermedidria entre os éxons C3 e C4, quanto

para posterior amplificacdo de fragmentos localizados a montante (5°) da regido conhecida do gene fruitless.
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Tanto os programas sugeridos pelos protocolos dos fabricantes dos kits utilizados, quanto

variantes destes foram testados. Abaixo se encontram aqueles que produziram os melhores resultados:

PROGRAMA 1: Kit Marathon (Termociclador Hot-Lid): 5RACE e 3’'RACE

T=94°C por 0:01:00
5 ciclos:

T=94°C por 0:00:30
T=72°C por 0:04:00
5 ciclos:

T=94°C por 0:00:30
T=70°C por 0:04:00
30 ciclos:

T=94°C por 0:00:30
T=72°C por 0:04:00
Manter 4°C

Fim

PROGRAMA 2: Kit First Choice RLM-RACE (Termociclador Hot-Lid): 5"RACE

T=94°C por 0:03:00

35 ciclos:

T=94°C por 0:00:30

Gradiente T = 55-65°C por 0:00:30

T="72°C por 0:02:15 ou 0:04:30
1 ciclo:

T=72°C por 0:07:00

Manter 4°C

Fim



PROGRAMA 3: Kit First Choice RLM-RACE (Termociclador Hot-Lid): 3’ RACE

T=94°C por 0:03:00

35 ciclos:

T=94°C por 0:00:30

Gradiente T = 55-65°C por 0:00:30

T=72°C por 0:02:15
1 ciclo:

T=72°C por 0:07:00
Manter 4°C

Fim
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ANEXO 2:

Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua
AobliquaFB26ac.2
Dsilvestris
Dsilvestris
Bactrocera
Bactrocera
Ceratitis
Ceratitis

Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua
AobliquaFB26ac.2
Dsilvestris
Dsilvestris
Bactrocera
Bactrocera
Ceratitis
Ceratitis

Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua
AobliquaFB26ac.2
Dsilvestris
Dsilvestris
Bactrocera
Bactrocera
Ceratitis
Ceratitis

Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua
AobliquaFB26ac.2
Dsilvestris
Dsilvestris
Bactrocera
Bactrocera
Ceratitis
Ceratitis

Alinhamento e identificacao dos éxons das regides ja conhecidas entre Drosophila melanogaster, Anastrepha obliqua,
Drosophila silvestris, Bactrocera sp e Ceratitis sp. Os primers utilizados e seus locais de ancoramento estdo coloridos.

BTB (C1)

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

M DQOQFOCLRWNNUBHEHEPTNILTGV VLTS STILLOQQREHA ATLTCDVTTLATCTEGTET V K
>atggaccagcaattctgcttgegetggaacaatcatcecacaaatttgaceggegtgetaaccteactgetgcagegggaggegetatgegacgteacgetegectgegagggcgaaacagtcaag< | gtgecgtecatgagatacacttaaagatatagatatacatatctgacattatttcatattcattctattgeag

M D QQ F ¢C L RWNNUHZ®PTNTZLTS GV L TSLLOQREHA ATLTCDUVTTLATCEGE TV K
atggaccagcaattctgcttacgctggaacaatcatcctacaaatctgaccggcgtgctcacctcacctctgcggcgtgaggcgctctgcgatgtcactctcgcctgtgagggtgaaacagtcaag

- WNNHPTNTILTG VL T S L L Q D V T L A E T V K |[|---> intron <===
ftggaacaatcacccgacgaacttaactggcgtgctaacctcgttgctgcagagggaggcactatgtgatgtgacgctggcatgtgacggtgagacagtcaaggtaagctgctattaatgagagaacattaatgtaagtgagaatactaacattaatttqtttacttccaccaacaca
M D QQF L P TWNNUHU®PTNILTSG GV LT S L L QREA ATILTCDUVVTT LA AT CDSGETV K |[---> intron <--

atggaccagcaatttctgcctacgtggaataatcatccgacgaacttaactggtgtgctaacctegttgetgcagagggaggecactetgegatgtgacgetggecatgegacggtgaaacagttaaggtaatttaaacataaatatacacacte— tgacaaatactcatgctctttaccttcaatcca

BTB2 (C2)

2 2 3 3 fruC3r 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 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A HQTI L s A C s P Yy F ETTIU FILOQNOQHU®PH®PITIYILI KU DV VU RYSEMHRSTLILUDI FMYZ KS GEUVNVGQSsSs s L PMTFTILI KTA ATE S L
gctcaccagaccatcctgtcagcctgcagtccgtacttcgagacgattttcctacagaaccagcatccacatcccatcatctacttgaaagatgtcagatactcagagatgcgatctctgctcgacttcatgtacaagggcgaggtcaacgtggqccaqaqtthctgcccatgtttctcaagacggccgagagcctgc
- VR Y S EMU RS L L D F M Y K N Q s L P M F L KT A E

TCAGATACTCAGAAATGCGCTCCCTGCTCGACTTCATGT. (‘ (‘ TCAACGT (‘ TT\, TGTTCCTCAA. C.
A HQTI L s AC s P Y F ETTIUVFILOQNOQHU®PH®PITIYILI KDV VU RY S EMI RS STLILUDU FMYZ KS GEUVNVGOQSsS s L P MTF L K
qcacatcaaaccatactgtcagcctgcaqtccatattttgagacqattttcctacaqaatcaqcatccacatcccatcatctatctqaaaqatgttagatactcagagatchctccctgctqgactttatgtacaagqgcgagqtcaatqtngccaaaqtthctqcccatqtttctqaaaaccgctqaaaqtctqc
/A H Q T I L s A C s P Y FETTIZ FULIOQNU RHZPH®PTITIYLKIDV VI RYSEMZ RSTILILDT FMMYZ KSGEU VNV VGOQ S SsSL PMTFTILIE KTA - -

chcatcaaaccatactatcagcatgcaqcccatatttcgagacaattttcctgcaaaaccgccatccacatcctatcatctatttaaaaqatgtcagatactcagaaatchctccctgctcgacttcatgtacaaaqgcgaaqtcaatqtcgqtcaqaqtthctqccgatqttcctcaagaccgc fffffffffff
/A H Q T I L s A C s P Y FETTIFULOQNI RHZPHPITIYILKDU VI RYSEMMZ RS STILULDTF Y K E N Q S P K T A E S L
chcatcaaacaattctatcagcatgcaqtccatatttcgaaaccatattcctgcaaaatcgccatccacatcctatcatctatttaaaaqatgtcagatactcagaaatchctccctgctcgacttcatgtacaaaqgcgaaqtcaatqtcgqccaaaqtthctgccqatgttcctcaaaacaqctgagagtctac

CONECTORA 1 (C3)

0
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 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Q vV RGUL TDNNNTZLNYR S DCDI KU LRUDSA AASS PTG RGPS NY TG G L
ag<| 300bp intron \>qtchtqgtctcacagataacaacaatctgaactaccgctccqactchacaagctchcqattcgchgccagttcgccqaccqgacqtngccgagtaattacactqgcgqcctq
Q L T DNWNUDNUILWNYRTEUH - - - RDS S PTI S s PTGURTP - Y S
AGGTAAA-C, TATTTTACATATTTTCT. TATTATATATTCATCACT-AATACTCATCCACCACTARACTTTTTCAGGTTCGTGGTCTCACGGACAACAACAACCTCAATTATCGTACGGAGCAT! _CA ‘CGGCCGCACACCC***TACAGTAGTGGCGGTCTC
Q - - = = mmmmmm——ee— - - - - - - - - = = = = = = = = = = V R G L T D DNNNL N Y R S D C s P T G RGP S Y - - G G L
ag gttcgcggtctcacagacaacaacaatctgaactatcgttccgattgecgacaagectgecgegatteggeeggecagttegeccactgggegtggtececcagetat------ggcggecte
Q |--==> intron intron <----|[V R G L. T D N N N L N Y R T E H - - - R D S P V S s P T G R TP - Y S8 S S G L
aggtaagtcgaaata ---ctaaagacataaagtattcattcgttttttattatacaaaaattttctcttecgecaggttegtggtettacggacaacaacaacctcaactaccgcacggaacat- -cgcgattegectgtatcctegeccaccggecgcacgcca---tatagtagcageggtett
Fru783r frug3
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 0 0 0 0
G GAGGVADAMTZPERES - - RDSLURS - - RCEWRUDILRDETLS-TZ QRS SSS S MSERSS - - - - AAAAAARAARARMARARMAVARBRAG
ggcggegetgggggegtggeegatgegatgegegaatce-——---cgcgactecctgegetee———--~ cgctgcgaacgggatctgegegacgagetg---acgcagegcageagcageageatgagegaacgeageteg chqcaqcachchchchqcaqcaqcachgtachgccqctgq
G G I GG - - ECETURE - - - RDOQOQLRGRATET RUDTLURUDUDTLUHAHIRS-5SsS s s L P DI RN- - - - - - A AAAATA SV G S V S
GGCGGCATCGGC --CGTGATCAACAGCTACGTGGTCGTGCCACCGAACGCGAACTACGCGACGATTTGCATGCACATCGC---AGCAGCAGTCTTCCGGACCGARAAT CCGTCGCAGCTGCTACTGCCAGTGTGGGTAGTGTGAG
G - - - - - ADV-RDS- - RDSLURS- - RC- - DILWRDUDMS-9QR S S S L S L S EZRNJSAAMAAAMAAAMAAMAAMAAAMAAAVA AR BAABASG
gge=—=====mm————— gccgatgtg---cgcgactca------cgtgactccctgegetee --gatctgcgegacgatatg---cagcgcagcagcagettaagectgagegaacgcaactcggaagcagetgecgecgecgecgecgecageageageggetgecgetgtegetgeecgetgg
G G GG G S s ECEPREREIRDUOQOQOQHRGRATEURUDMR®RDEMHESHRSS S S L SERWN- - - - - - - - - - - A AAAA-AARAMASVG
ggtggcggtggtggeageagtgaatgtgagecacgcgagegtgaacgtgaccaacageategtggtegtgecacagagegegatatgegegacgaaatgeattcacategeageageageagtttgagtgagegtaat gcegecgecgeageggeagetagtgtggg
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Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua
AobliquaFB26ac.2
Dsilvestris
Dsilvestris
Bactrocera
Bactrocera
Ceratitis
Ceratitis

Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua
RobliquaFB26ac.2
Dsilvestris
Dsilvestris
Bactrocera
Bactrocera
Ceratitis
Ceratitis

Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua
AobliquaFB26ac.2
TCAC

Dsilvestris
Dsilvestris
Bactrocera
Bactrocera

Ceratitis
Ceratitis

Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua
RobliquaB8
AobliquaB5
Dsilvestris
Dsilvestris
Bactrocera
Bactrocera
Ceratitis
Ceratitis

CONECTORA 1 (C3)

Fru2-(r) Gailey

8 8 9 9 0
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

G NV NAAAVALTSGTZLTTU®PTSGS GEIRSU?P SV G S A SAAAAAAAVAAAVAAAANIRSASADG - - - - - - - - €S8 DURG S
cggcaatgtgaatgcggctgccgtcgccctgggcctgaccacgcccaccggcggcgaacgatctccgagcgtgggcagcgccagtgcagcggcggcagctgcagcggtagcggctgcggtggcagcggccgccaatcgaagtgccagcgccgatgga tgcagcgatcggggaagcg

S Q v S A A T R S A A DAL GG S TNTG C G

TGCCAGTTTACAATCCGCCGCAGTAGCTTTGGGTTTA GGCGAACGTTCACCGATTACA CGGCCGCAATGGCTF’ TGC G “GT, —\GCGCCAGCGCTGATGCGCTAGGCGGTTCGACGAATACAGGCTGCACCGGTAGCGGTAGTA

G NV NAAAAALTGTLA AT - S G GEWU RSU?PSVG- - S ASAA-AAMAAARAVAAAVAAAANI RSASADATLNSIZ RTGG GTUDA ATCSDTR R G S
tggcaatgtgaatgcagcagctgetgegetgggettggegace---ageggeggegaacgatctecaggegtgggo—————- agcgccagtgttgetgcagetgeagttgecgetgttgecgetgecgecaataggagtgecagtgecgatgeattgaatagtcgeggeggegatgeatgeagegatcggggecagegaga

A S L QS AAVALGL - - - - - 6GE&RSsSs?PLT- -- - - - - - - AAAMAAAVARARARMTS-RSASA ADT?P®* - - - - - - - - - - - - =
tgccagtttacaatctgccgctgttgetctgggttta ggtgaacgttcaccgttaaca gcggcectgctatggcagetgcagtggectgecagectaca---cgtagtgeccagtgetgatcegts

CONECTORALI (C3)

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

ERGTULERTUDSRDDTULILOQULDY S NIKIDIDNIDNNSNDNJS S STGGDNNNDNNNNDNNDNNNDNNDNN S S S NNIDNNSS s NREI RNDNNDNSGE R E R
aacchgtacgctcgagcgqacgqataqtcgcgatqatctattqcagctqgattataqcaacaagqataacaacaatagcaacagcaqtagtaccqgcgqcaacaacaacaacaataataataacaacaacaataqcagcaqcaacaataacaacagcaqcagcaatagqgagcgcaacaacachgcgaacgtgagcgq

T Vv6 66 G VL N S RNSDANSEI RSGS GGG GNSGAGNGSGS S GG R S s s - - - - - I1 G RDURADSRDETLMOQTZLUDY S N K DN - -
CCGTTGGTGGTGGAGTGCTARATAGTCGCAATAGTGATGCGAATAGTGAGCGTGGAGGCGGTGGTGGTGGTGCGGGARATGGAGGCAGCAGTGGTGGGCGCAGCAGCAGC -~ -~~~ —==~—===———— ATTGGTCGCGATCGCGCCGAC GCTAGACTATAGTAACAAGGATAAC--
R G TL ERADSRDETLULOQTZLUDY S TZ XKD NI NN NS SNSWNS- - - - NN INNDNINWUNWDNS--S5TNZ S S S NDNNIDNNDNNS S S NNNN - R

gaggtacgctggagcgggctgatagtegggatgagetgetgeagttggactacagtactaaggataacaacaatagtaacagcaacaac-- - aacaacaacaacaacaacaat------ agcaccaacagcagtagcaacaacaataacaacaacagcagcagcaacaacaacaat—-—

CONECTORA1 (C3)

1 frul63lf

2 2 3 3 4

0 1 2 3 4 5 3 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
EREREWIREURDI RDI RETLSTTU®PVEOQL S S S KR RIRIEKNUNSSSNTCDWNSLS S SH- - - - - - - 0DWZRUHY P QDS QA - - - -

gagcgagaaagagagcgtgagcgggacagggacagggagctgtccaccacgeecggtggagecagetgagtagtagtaagegcagacgtaagaactcatcatccaactgtgataactegetgtectegagecac: caggacaggcactacccgcaggactctcaggee<|1l.4kb intron
- - - - - - - RDURDURETLSTTU®PUV DHTIGSNI K RIRIZERIEKINSS - NTCDIDNJSILTSTHNA Q DR HY T QD S QA S S R § -

fffffffffffffffffffff AGAGATCGTGAT GCC AAGACGTAAARACTCATCC---AACTGTGATAATT! GE ATA CAGGACAGGCACTATACTCAGGATTCTCAGGCATCCTCACGCAGC--
ERND S RDURDU RIDI RETLSTTU®PV DOQLCS S KU RIRI RIRNS S s N D NS L P S S HHANAA AHTIO QU DI RUHYAZOQDS QA S A H S -

gagcgcaacqataqcagagatagagatcgqgacagqgagctqtccacqacacccgttqatcagctqtqtagtaqtaachcagacqtagqaactcatcatccaactgtgataattcgttqtccthaqccatcatchaatchgcccacatacaqgacagacactacgcgcaqgactctcaqgccagcgcacacaqtff

CONECTORA2 (C4)

1 1 1
4 4 5 5 6
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 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
- N F K Ss s PpVvVPKTGGS ST S ESEDAGS=-- - - - 6GRHD sSs©PLsMTT S - - - - - VHILGS GG GG GG GNUVGAASA ATLSSGUL S Q s L

| >aacttcaagtcgagtcccgtgeccaaaacgggeggcagcacatcggaatcggaggacgecgge: ggtcgccacgactcgecgectgtcgatgaccacaage gttcatctgggcggecggtggtggcaatgtgggecgeggeccagegeccttageggtetgagecagtegetyg

- N F KSs&?PV&©PEKTGS -STSESTET?D®ATILITILITGVGDTZRTERTDSTZPLSASOQLSSSGGUVLG®GVGSGSsVSsSAaA2ATITPSSTIGTLS QAL
--aatttcaaatcgagtcccgtgecaaaaaccgge-—-ageacy aatcc ggtgttggcgatcgacgegatte agcagtggtggegttetgggty tagcggcagtgttagtgegatteccagtagtattggtetcagtcaagegett

S AL §S G L s Q S L

--N F K S s p VvV P K T G G s T S E

o fruC4bf
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1 1
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 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dmelanogaster s I K 0 E L MDAQOQOOQOQOQO-- - - - HREUHHVATLU®PUZPUDYL P -—-----——-——————— V K K s EA F L G ST GNIK S M HOQMTULTLHQAV E A
Dmelanogaster aqcatcaagcaqgagctqatgqacgcccaqcagcaqcagcag ——————————————— catcgggaacaccacgtggccctgeccccagattacttgeeg<| 511bp intron |>gtgaaaaagtcagaagcgtttttaggcagcactggcaacaagtccatgcatcaaatgctcctccaccaggcagtggaggct
Aobliqua S I K Q E I EAQ Q0 QHOQOLOQOQQRETHUVPILPTE Y L P --—-----———-————v K T P K Y G K S P E R QR RV S S § s s 8§
AobliquaB8 aqtattaaacaagaattaattqaagcacaacaacaacaccaacagctqcaacaacaacaa aactgaatacttgccg- - aataaacgcacqccaaagtacqgcaagtcacctqagcgccachtcgtgtgtcttcgtcatcgtcgtcagcgtcagcgtct
AobliquaB5 .. . .. e e .. . . . . .. . . . .. .. .. . .. e
AobllquaRaro(lsofD)agtattaaacaagaattaattgaagcacaacaacaacaccaacagctgcaacaacaacaa aactgaatacttgccg<| 51lbp intron [> - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Dsilvestris s I K Q E LMD AT QOGO QOGOQOQ - - - H REUHUHV YVATLT PPE Y L P =——mmmm—m———mmmm e DT T T
Dsilvestris agtattaagcaggagctaatggatgcacagcagcagcagcaacaa - - - cagcatcgcgagcatcatgtggegetgccccccgaatacttgecg ————==========-—- - - e e
ZnF D
1 1 2
8 8 9 9 0
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
Dmelanogaster Q L K s F Q L HY QDNZEGTILTDS AMMEHZ R - - - - - - - = - L L AQ Q Q Q HQEOQOQO QO QH QQQ@PUHHSTLGTZ KT SO QSTZPATITPSGSAG
Dmelanogaster cagttgaagagctttcagctgcattatcagaacgagggcttggattctgecatgcacaga ttgctggcacagcagcaacaacaccaggagcagcaacaacagcatcaacagcagecacaccattegetgggaaaateccaaageccagegataccategggetetgeggga
Aobliqua K vV T?PAQOQOOQLOQOQACOQOQFETFILOQOQOQGOQREZ QOQQNTLZILLOQOQAVXKAOQTLZE KNTLOOQOQ0QHOQOQQQOQOOQRETZ KTLUOOQNOQZEKOQRSE
Aaagtgacaccggcacaacagcaactgcagcaggcctgeccaacaatttgagttcctacagcagcaaggtcagecgtgaacaacaacaaaatctgetgetgcagcaggeccgtcaaagecgcagectaaagaatctgecagcaacagcaacaccaacaacaacaacagcgcgaaaaattacagcaaaaccaaaagcagcgaagcgaa
ZnF D
2 2 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
Dmelanogaster G s S R K S GRVFRANWILYOQFEWT LZOQYDEW RANTMMT FT CRHTCRIEKW®WSGETLADTIH RTSFUVES GNSNZ FRTILETIVNUHHNZEKC K
Dmelanogaster ggaagctcccggaaaagtggtcgatttagggeccaactggectgtatcagttcgagtggetgcaatacgacgagegggeccaacaccatgttectgecgecattgtegecaaatggageggegagetggecgacatacgcacctecttegttgagggcaactceccaactttegectggagatecgtcaaccaccacaacaaatgcaaa
Aobliqua E S WYASQNOQTOQUL S S QPTHIRILSADTLETLA AOQTTA ATA AT ATTIORTILILOQOQO0OOQQOQYLLSATTENTFOQRU®PTLT®PATUDANT
gagagttggtatgcatcgcaaaaccaaacacaactctcctcccagecaacacaccgactcagtgecgatctegagetcgeacagaccaccgecacagegactgegaccattcagegactactgcagecagcaacaacaatatctactetetgecaccgaaaacttccaacgaccgetaacgectgecagacgcgaacace
ZnF D
2 2 2
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 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dmelanogaster S HRMCYERETLIGQE-Q Q H PMUP S G S A G G S S - - - - - KRR S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - = = - - - - -
Dmelanogaster tcgcathcatgtqctacgagcgtgagctccaggag —Cagcagcaacatcccatgcccagtggaagtgcaggaggcag tccaagcgacgt
Aobliqua A K Y N A Y D N T K Q F s A A T V G A Q s S G N TTS GG S LR KSGRUFURSNWILVFQFEWTLIGQYDZETIA ANTMT FTCTZ KF C
GCCAAATACAATGCATACGACATCATCTCAAACACTAAGCAATTTAGTGCTGCAACGGTTGGCGCACAAGCTGGCAGCAGTGGCAACACCACAAGCGGAGGCAGTTTGCGCAAAAGTGGTCGCTTTCGTTCCAATTGGCTATTTCAATTTGAATGGCTGCAATACGATGAGATCGCCAATACAATGTTTTGCAAATTCTGC
ZnF D
2 2 2
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 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dmelanogaster = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = - = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = - = = = = = = = = = = = = - =
Dmelanogaster
Aobliqua R KW s NDTI?PDTIRTSF VEGNSNU FRTILIETIUVNUHHSI KT CI KSHRULTCYEHZRETLTLEUV VDI KT LU QU®PS S KDUDSGTG GG GSE S S RV A Q

CONECTORA 2 (C4)

ZnF D

CGGAAATGGTCAAATGATATACCGGATATACGCACCTCTTTTGTGGAAGGCAACTCCAACTTTCGGCTGGAGATTGTCAATCATCACAGTARATGTAAATCGCATCGTTTGTGCTATGAACGCGAACTGCTGGAGGTGGATARATTGCAGCCGAGCAGCAAAGACGATGGTGGTGGTTCGGAGAGTTCAAGAGTTGCTCAG
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Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua

Dmelanogaster
Dmelanogaster
Aobliqua
Aobliqua
Aobliqua
Dsilvestris
Dsilvestris

Dmelanogaster

Robliqua

Dmelanogaster

Zobliqua

Dmelanogaster

Aobliqua

2 2
2 2 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 0 0

- - - - - - -PE I I TTINJVSGZ KNS SA *
ccgaaattatcaccataaatgtgggcaagaacagcgcatag
S16/6 G K R S GMAMODNETLG®ATTILRETMTZE KT RNNTT®PEVITTITTVGETDS ST *
AGTGGTGGTGGTAAACGCAGTGGCATGGCAATGGATAACGAACT TGGCGCCACT TTACGTGAGACAATGAC. GCRAC CTGAAGTGATCACTATCACTGTGGGAGAGGATAGCACGTGA

Conectora 3 (C5)

2 2

2 2 3 3

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

S AA L KL HAEDMMSTILULTOQHATIL QA AARADA ARIDEUHNDA AZ KT GQTLUOQTLDIOQT DN I D <| 3.6kbintron |>
agcgecgetctaaagetgecacgeggaggatatgtcaacgetgetecacgeageatgetttgecaagcagecagatgegegggacgagcacaacgacgccaaacagctgecagetggaccagacggacaatategac <| 3.6kb intron |>

P G AL K LHUPEEMMSOQLTULSTHGTILOQOQ - DGR REDU QNDTGI KOQTLZPTLDIOQS DN I D <| 3.6kbintron |[>
cccggtgctttaaagctacatcccgaggaaatgtcccaattattatcaacacatggcctgcagcaa - gatggtcgagaggatcagaatgatggcaagcagctaccattggatcagtcggacaacattgat <| 3.6kb intron |>

T A T L L T Q H A L Q A A D 0 P L N D <| 3.6kb intron |>
accgccgctctgaaaatgcacgccgaggatatgtcaacgctgttaacccaacacgcactgcaggctgcggatgcgcgggatgagcataatgatgccaagcagttgccactggatccgacggacaacattgac <| 3.6kb intron |>

ZincFinger C (ZnFC)

3 3 3
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 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- s A RHHLS - TU©PULS TS S S A S P PP PPF GMHILSAATLI KR REYHZ®PTLHYMARAZSGINTGHNSG?®PSAILSG Y GNUOQG GS GNAP
—---agcagcgcccgccaccacctgteg - acccccctgthaccthtcgthgccthcccccqccgccccctttcgqgatqcacctqtcgchgccctqaaacgcgagtaccatcctctgcactatatqgccqccgqcaacgqtcacaacqgcccathgcgcttgqttatgqcaatcagqgatcgqgcaatchccg
G Q VvV G RHHL S GTPL S T T s ¢ s p P P P PP P PHATFTUVHTLSAATLI KNEYUHZ®PTILDYIRA G G S G N H N T N Q

gqgcaagtgqgacqtcatcatctatccqgcacaccacttthaccacatcatcctqttcaccaccqccaccaccaccaccgccqcacqctttcaccgtgcatctgagtgcachctaaaaaacqaatatcatccattqgactatatacgagcgqgcgqtqgcachgcgqtqgcaatcacaacactaacqgcgqccaagca

ZincFinger C (ZnFC)

N S A GGAGSVAGS GVGAGGS GAGGA AT GA AAGI HNSHHTMS S Y HNMT FT P S R D

aatagtgccggaggagctggatcggttgecgggecggagtgggagecggecggaggagecggeggagcaactggagecagetggecataattegecatcacaccatgtegtaccacaacatgttcacgecgtecegegatececgggecaccatgtggeggtgecgetectgeggcaaggaggtgaccaategetggeaccactttcac

S HL YNOQSANOGS GTL - - G6GNGOQSGS GNS - ATIVHNSUHHEOQOMSYUHNMMT FTOQ S R E

tcacatctatacaatcaatcggegaaccaaggeggtcta———--- ggtaacggtcaaggaggtaatagc---gccattgtacacaattcacatcatcaaatgtectatcacaatatgtttacacaatcacgcgaaccgggcacaatgtggegttgtegetectgeggecaaggaggttaccaategatggeatcacttteat

ZincFinger C (ZnFC)

S HTA QR SMTC?PYCUPA AT YSRIDTULIRSHILIRUVEKUHPIDI RILTILIKTILNS S I *
tcccacaccgeccageggtecatgtgtecctactgeceggecacctacagcaggatcgatacgetgegeteccatttgegggtgaageatecggategectgetecaagetgaacteatecatttaa

S HTA QR SULCU®PYCU®PA AT Y S RTIDTIU LU RSHILI RV VI KU HPEH RTILTLI KT LSU?PTL *

tcacacaccgcccaacgtteactatgecectactgtecggecacatacagtegeatcgatacattgegeteacacctacgggtgaaacatcccgaaagattgetcaaattgagtccaacettgtaa

P

P

G T MW RCR S CG K E VTN RWHHF

G T M W R C R
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o}

G K E V T N R W H H F

H
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ANEXO 3: Grafico contendo os sitios relativos ao gene fruitless que apresentaram mais de 0.5 de probabilidade de estarem evoluindo sob

seleciio positiva (o > 1). A linha vermelha delimita os sitios para os quais a confiabilidade superou 0.95.

Probabilidade de Selecdo Positiva

1 4
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