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Resumo

O género Anastrepha ¢ o maior dentro da familia Tephritidaec (Trypetinae,
Toxotrypanini). A constru¢do de bibliotecas de cDNA ¢ importante para a identificacdo de
novos genes € no estabelecimento de marcadores genéticos em organismos ndo-modelos
como do género Anastrepha. Dentre as proteinas envolvidas na reprodugdo podemos citar as
pertencentes da cascata sexual e as que sao responsaveis por formar a parede do ovo. Assim,
este trabalho teve como objetivo construir uma biblioteca de ¢cDNA a partir de um pool de
tecidos reprodutivos femininos de Anastrepha obliqua para gerar ESTs, afim de buscar genes
com alta taxa evolutiva, focando em proteinas coridnicas e vitelinicas. No Total foram
seqlienciados 2304 clones obtidos a partir dos drgaos reprodutivos de fémeas de moscas de
Anastrepha obliqua. Ao todo foram gerados 310 contigs e 506 singlets que foram
classificados em diferentes classes de proteinas. As proteinas corionicas ¢ o SX| revelaram
estar sob sele¢do positiva, assim como a vitelinica Vm 26Aa” que possivelmente foi gerada
por uma duplicagdo génica do Vm 26Aa, enquanto que o Tra2 parece estar sob selecao
purificadora. A inferéncia da estrutura secunddria das proteinas estudadas revelou que os
sitios sob sele¢do positiva estavam presentes do lado externo da membrana. As analises
populacionais dos genes corionicos, vitelinicos, SxI e Tra2 nao revelaram uma separagio entre
as 3 espécies, apesar de em algumas situagdes ter ocorrido uma separagdo entre alguns dos
haplotipos para uma determinada espécie. Com resultados obtidos, foi possivel identificar
novos genes, fazer o seqlienciamento completo para alguns genes coridnicos e vitelinicos em
pools de outras espécies de Anastrepha, e também foi possivel identificar que alguns destes

genes estao sob pressao de selegdo positiva.



Abstract

The genus Anastrepha is the largest in the family Tephritidae (Trypetinae,
Toxotrypanini). The construction of cDNA libraries is important for identifying new genes
and establishing genetic markers on non-models organisms such as the genus
Anastrepha. Among the proteins involved in reproduction, we can cite those belonging
cascade sexual and those responsible for forming the eggshell. The purpose of this study was
to build a cDNA library from a pool of female reproductive tissues Anastrepha obliqua to
breed ESTs, to search for genes with a high evolutionary rate, focusing on chorionic and
vitelline proteins. We were sequenced 2304 clones obtained from the reproductive
tissues of female flies Anastrepha obliqua. In total, 310 contigs and 506 singlets were
generated wich were classified into different proteins classes. The chorionic proteins and SxI
revealed to be under selection positive as well as the vitelline Vm 26Aa ', which was possibly
generated by a gene duplication of Vm 26aa, while Tra2 seems under purifying selection. The
inference of the secondary structure of proteins studied revealed that the sites under positive
selection were present on outside membrane. The population analysis of genes chorionic,
vitelline, SxI and Tra2 revealed no separation between the 3 species, although in some
situations have occurred separation between some of the haplotypes for a single
specie. With these results, it was possible to identify new genes, make the full sequencing
for some vitelline and chorionic genes on pools of other species of Anastrepha, and we also

identified that some of these genes are under positive selection pressure.
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1- Introducéo

1.1- Especiacao

A causa mais comum de isolamento reprodutivo em animais sexuados — a
impossibilidade de troca de genes entre dois organismos (WU & TING 2004) — sdo os
obstaculos a fecundagdo entre as espécies (DOBZHANSKY 1937). A maioria dos
pesquisadores considera que processos que levam ao isolamento reprodutivo sdo mais
provaveis de levar a especiagdo, (BULTIN & RITCHIE 2001) e, por conseguinte, processos
de especiagdo ocorreriam mais freqiientemente em situacdes de auséncia de fluxo génico.
Deriva dai a sugestdo de que o modo mais comum de especia¢do esteja associado a
diferenciagdo genética em populacdes isoladas — especiagdo alopatrica, na definicdo de Ernst
Mayr. Isso ndo quer dizer que a especiagdo simpatrica ndo possa ocorrer, porém seria um
processo mais raro (RITCHIE 2007), mas nem por isso menos importante. Assim, para a
especiagdo acontecer ndo ¢ necessario uma barreira genética que cesse o fluxo génico, uma
vez que o isolamento entre as espécies pode ocorrer com ou sem fluxo génico. Muito embora
todas as forgas evolutivas possam causar diferenciacdo entre as populagdes e especiagdo, a
maioria dos estudos relaciona eventos associados a selecdo natural, a deriva genética e o
balango dessas duas forcas (TEMPLETON 1989).

Tem sido longa a histéria de tentar identificar genes que causam o isolamento
reprodutivo (COYNE & ORR 2004), e particularmente a tentativa de se identificar os genes
envolvidos no processo de especiacdo. Apds a ocorréncia de isolamento, as espécies comegam
a se tornar divergentes devido ao acimulo de diferencas genéticas ocorridas ao longo do
tempo. Conforme o tempo de divergéncia entre duas espécies aumenta, torna-se mais dificil
distinguir genes que sdo realmente responsaveis pelo isolamento reprodutivo de outros
polimorfismos que surgiram apos o processo de especiagdo. Assim, a identificagdo de genes
que estdo relacionados diretamente no processo de especiagdo ¢ facilitada pelo estudo dos
componentes genéticos das diferencas fenotipicas em espécies irmas ou proximamente
relacionadas (ZENG et al. 2000). Tém sido chamados (talvez erroneamente) de genes de
especiacao aqueles que contribuem para o isolamento reprodutivo. Esta definicdo inclui genes

que causam isolamento devido a fatores fisioldgicos, comportamentais ou até mesmo
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ecologicos. Um hibrido, por exemplo, pode ser viavel e fértil, porém, por exemplo, menos
resistente ao frio (WU & TING 2004).

A maioria dos estudos buscando o isolamento de genes de especiagdo tem tentado
identificar genes associados a produ¢do de esterilidade ou inviabilidade masculina em
hibridos de espécies distintas. Hibridos normalmente possuem comportamentos distintos,
além de baixa viabilidade ou esterilidade gamética, e ha casos em que ha isolamento pos-

zigotico devido ao comportamento disfuncional (Kawata & Yoshimura 2000).

1.2- O género Anastrepha

Dentro da familia Tephritidae encontra-se género Anastrepha (Trypetinae,
Toxotrypanini) (NORRBOM 2001). Este género ¢ endémico da regido neotropical comegando
desde o sul dos EUA até a América do Sul, com excecdo do Chile ¢ do norte do deserto de
Atacama, na fronteira com o Peru (MALAVASI et al. 2000). Atualmente sdo reconhecidas
197 espécies (NORRBOM et al. 2004), 95 das quais estdo distribuidas no Brasil (ZUCCHI
2000). A familia Tephritidae possui grande importancia econdmica, pois a maioria dessas
espécies sdo responsaveis por danos a cultura de frutas carnosas, o que causa prejuizo
econdmico.

Entre os grupos de espécies de Anastrepha Schiner, destaca-se o grupo fraterculus que
¢ composto por 29 espécies (NORRBOM et al. 2000). Algumas espécies deste grupo, dentre
elas A. obliqua, A. fraterculus e A. sororcula possuem grande importancia econdmica
(SOLFERINI & MORGANTE 1987; ZUCCHI 2000), embora os estudos nestas espécies
sejam escassos. Apesar de estarem proximamente relacionada, as espécies do grupo
fraterculus apresentam pequenas diferencas em alguns marcadores, dentre os quais podemos
destacar denti¢do e o tamanho da extremidade do actlleo, as manchas presentes no subescutelo
e o padrao de coloracdo e morfologia da asa (figl) (SELIVON 2000; MALAVASI &
ZUCCHI 2000). O formato do apice do aculeo ¢ o principal carater para a identificagdo
especifica de Anastrepha, porém as medidas do actleo (total e do apice) dessas espécies
variam ao longo da distribuicdo geografica e também entre os exemplares obtidos em um
mesmo hospedeiro (ARAUJO & ZUCCHI 2006). Embora nao exista um unico marcador que
permita a diferenciagdo das espécies do grupo fraterculus, a analise de todas as caracteristicas
citadas em conjunto, permite na grande maioria dos casos, uma correta identificacdo da

espécie.
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As espécies deste grupo apresentam mais de um hospedeiro e muitas vezes sao
consideradas polifagas. As mais polifagas sdo A. fraterculus desenvolvendo-se em cerca de 67
hospedeiros e A. obliqua que se desenvolve em 27 (ZUCCHI 2000). Apesar desta polifagia,
alguma especificidade pode ser encontrada. Em A. fraterculus que infesta cerca de 67
espécies, 24 delas sdo Myrtaceae, A. sororcula infesta cerca de 19 espécies, sendo 15 delas
Myrtaceae, ¢ A. obliqua que infesta 27 espécies, 16 pertencem a familia Myrtaceae ¢ 8 sdo
Anacardiaceae (ZUCCHI 2000). Alguns autores tém considerado que em insetos fitéfagos, o
polimorfismo associado ao hospedeiro pode representar o primeiro estagio de especiagdo
(MALAVASI & MORGANTE 1983; FEDER et al. 1998).

A possibilidade de cruzamento e de se obter hibridos viaveis em espécies do grupo
fraterculus, (SANTOS et al. 2001; SELIVON et al. 2005) ¢ importante para o estudo de
genes que possam estar envolvidos na determinacdo de diferencas entre as espécies deste
estudo. Esta obtencdo de hibridos em laboratério demonstra que os mecanismos de
isolamento reprodutivo ainda nao estdo definidos para o isolamento completo destas espécies,
isto sugere que elas provavelmente se divergiram ha pouco tempo, ndo havendo ainda muitas

diferengas genéticas significativas.
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A)
Escutelo
Escutelo
Subescutelo sem
L Subescutelo com
mancia manhca
B) Faixa em V completa Faixa em Vincompleta

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

Fig.1- Caracteres usados na identificagdo das espécies. A- Térax; B- asa; C- apice do aculeo
(Zucchi 2007). A. fraterculus possui mancha no subescutelo, faixa V geralmente completa,
apice do aculeo de 0,25 — 0,27 mm; A. obliqua ndo possui mancha no subescutelo, faixa V
geralmente incompleta, apice do actleo de 0,20 mm; A. sororcula possui mancha no
subescutelo, faixa V geralmente incompleta, apice do actleo de 0,17 — 0,19 mm de espessura.
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1.3- O Aparelho reprodutor feminino

Os estudos dos d6rgdos reprodutivos devem abordar a heranga e a variacdo dos padrdes
de morfologica por um lado e padrdes de selegdo fenotipica de outro (ARNQVIST 2000). A
genitalia animal evolui mais rapidamente e sua morfologia difere mesmo entre espécies
proximamente relacionadas. Animais que possuem fecundagdo interna, a diversificacdo da
genitdlia representa uma das mais surpreendentes formas de tendéncias evolutivas.
(EBERHARD 1985). Em machos e fémeas de Drosdfilas, 6rgdos reprodutivos sdo em média
duas vezes mais diferenciados entre as espécies do que caracteres nado-reprodutivos
(CIVETTA & SINGH 1995). A genitalia masculina evolui para ser especifica e Unica, de
forma a adaptar-se adequadamente a genitalia feminina (POMIANKOWSKI & MULLER
1995). Dessa forma, a divergéncia evolutiva dos tragos, morfologicos e moleculares, que
envolvem aspectos reprodutivos parece ser mais rapida, sendo o conflito sexual motor chave
do processo de especiacdo (ARNQVIST et al. 2000).

A reproducdo é o componente chave relacionado ao fitness de um organismo. Em
nivel molecular, a reproducdo ¢ um ato complexo de interagdes entre muitas proteinas
(FINDLAY & SWANSON 2010). Genes que participam da reproducdo também mostram
normalmente sinais de evolu¢do adaptativa. Mecanismos que poderiam explicar essa rapida
evolucdo vista nessas proteinas seriam a selecdo sexual, conflito sexual, imunidade e o
reconhecimento dessas proteinas (SWANSON & VACQUIER 2002). Alguns estudos tém
mostrado que genes codificadores de proteinas de glandulas acessorias evoluem
diferentemente de outras classes de genes. Estes genes evidenciam uma alta divergéncia de
aminoacidos quando comparados com os genes ndo reprodutivos em espécies estritamente
relacionadas: D. melanogaster e D. simulans (SWANSON et al. 2001; MUELLER et al.
2005). Tém sido crescentes os estudos em evolugdo com proteinas relacionadas a caracteres
sexuais e reproducdo. Em machos ha pesquisas detalhadas de proteinas ligadas com a
reproducdo, como por exemplo, as proteinas presentes no liquido seminal ejaculado pelos
machos (GILLOTT 2003; CHAPMAN & DAVIES 2004; WOLFNER et al. 2005; CLARCK
et al. 2006; PIOANI 2006; WONG et al. 2008), porém em fémeas estes estudos ainda sdo
escassos ¢ as fungdes das proteinas ainda sdo pouco conhecidas (SWANSON et al. 2001;
SWANSON et al. 2004; PANHUIS & SWANSON 2006). Partindo do fato de que muitas

proteinas estdo envolvidas em interacdes com outro sexo, de forma direta ou indireta, os
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mecanismos evolutivos so serdo mais bem compreendidos se seqii€ncias génicas de ambos 0s
sexos forem estudadas.

Poucos sdo os genes que at¢ o momento foram identificados como sendo genes de
especiacdo. Alguns por terem altos niveis de selecdo positiva, apesar de ndo apresentarem
funcdes celulares e moleculares distintas, podem estar relacionados com o processo de
especiagdo. Estes genes sdo potencialmente mais propensos a gerar isolamento reprodutivo e
diferenciagdo (WU & TING 2004) e por isso o estudo dos mesmos tem sido enfatizado.
Claramente, estudos genOmicos em espécies que tenham divergido recentemente
proporcionam uma grande oportunidade para se identificar genes que evoluem mais

rapidamente entre as espécies (RITCHIE 2007).

1.4- Bibliotecas de cDNA

A construcao de bibliotecas de cDNAs ou ESTs (Expressed Sequenced Tags) tem
como objetivo inicial a identificagdo de um conjunto completo de genes que estdo sendo
expressos em um determinado tecido, podendo ser de grande importancia no estabelecimento

de novos marcadores genéticos, sejam eles microssatélites ou SNPs (single nucleotide

polymorphism), que podem ser usados para o estabelecimento de mapas de ligagdo. Uma vez
que novas tecnologias relativamente rdpidas tém facilitado o processo de producdo de
bibliotecas cDNA, tais bibliotecas tém se mostrado uma das ferramentas mais eficientes para
a identificacdo de genes em espécies sem genomas seqiienciados.

As bibliotecas feitas a partir de cDNAs sdo essenciais quando o que se deseja obter sdo
genes que estdo sendo expressos em um determinado organismo, tecido ou condi¢do
(CORTER et al. 1997). Os dados gerados por estas bibliotecas t€ém sido usados ndo apenas
para a identificacdo de novos genes (SWANSON et al. 2004; KELLEHER et al. 2007,
GOMULSKI et al. 2008), mas também para a produ¢do de novos marcadores de forma a
gerar um mapa de ligacdo nas espécies em estudo (BEEMAN & BROWN 1999) ou avaliar
niveis de expressdo em geral de forma a identificar genes que estejam sendo super ou sub
expressos (KELLEHEr et al. 2007). Posteriormente, ainda pode ser feito um estudo mais
detalhado de alguns dos genes encontrados, para determinar sua expressao em diferentes
tecidos e estagios da vida, caracterizando assim, a regulacdo e funcdo destes genes
(GOMULSKI et al. 2008). Se estas bibliotecas sdo feitas a partir de um pool representativo de

individuos da populagao, as varias copias obtidas de uma determinada regido génica permitem
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também uma perscrutacdo dos niveis de polimorfismo para a mesma encontrados na

populagio (ROETHELE et al. 2001; LORENZEN et al. 2005).

1.5- Genes Sob Selecéo Positiva.

Conforme mencionado no item 2.3, diversas proteinas envolvidas na reproducao
evoluem mais rapidamente (SWANSON et al. 2001; SWANSON & VACQUIER 2002;
MUELLER et al. 2005), embora a identificacdo desta rapida evolugdo ndo seja um processo
trivial (SOBRINHO & DE BRITO subm.). Ha diversos testes atualmente estabelecidos para a
identificacdo de desvios da neutralidade em uma molécula. Alguns destes testes sdo
populacionais e lidam com o destino de polimorfismos (TAJIMA 1989; FU & LI 1993; FAY
& WU 2000), embora a identificagdo de selegcdo positiva em dados populacionais seja ainda
um procedimento complexo. Outros testes consideram contrastes nos quais ja tenha havido
tempo suficiente para a fixagdo da variacdo genética sindnima e nao-sindnima. Em nivel
molecular, para medir a taxa de evolu¢do dessas proteinas ¢ calculado a razdo da taxa de
substitui¢des ndo sindnimas (dN) para substituigdes sinonimas (dS) na regido codificante
(NIELSEN &YANG 1998; YANG 1998). Se esta razdo (w) for maior que um ¢ um indicativo
de que esteja ocorrendo selegdo positiva. Diversas proteinas envolvidas em reconhecimento e
determina¢do sexual tém revelado valores de dN/dS significativamente acima de 1
(SWANSON et al 2001). Valores abaixo de 1 indicam que mutagdes ndo sindnimas podem
estar tendo um efeito negativo no fitness, quando isto ocorre, chamamos de selegdo
purificadora (YANG 1998), e taxas proximas de 1 indicam neutralidade, quando nao ha
mutagdes que causem danos funcionais. Assim, a comparagdo de substituigdes sindnimas e
ndo sindnimas podem fornecer evidéncias de que uma proteina estd evoluindo
adaptativamente.

As estimativas da taxa de dN/dS calculadas por todo o comprimento de um gene
raramente sdo maiores que 1, pois a maioria dos genes tende a ser conservado em sua
totalidade, por estarem sob vdrias pressdes seletivas. Por exemplo, as regides essenciais de
uma proteina podem estar submetidas a sele¢do purificadora, enquanto que uma regiao
responsavel por interagir com outra pode estar co-evoluindo de forma adaptativa (FINDLAY
& SWANSON 2010). Tem sido observado que proteinas com uma taxa de dN/dS > 0,5 para o
gene inteiro possuem um potencial para terem um conjunto de sitios especificos sob selecao

positiva, embora seja necessario a analise de comparagdo com seqiliéncias de genes de
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espécies adicionais para concluir que de fato a sele¢do agiu neste sentido (FINDLAY &

SWANSON 2010).

1.6- Genes da cascata sexual

Os genes da cascata sexual de Drosophila melanogaster determinam a diferenciagao e
o comportamento sexual, e também a fertilidade de fémeas e machos (RIDDIFORD 1993,
SANCHEZ et al. 2005, LEBO et al. 2009). A principal determinagio do sexo é a relagio do
cromossomo X ao autossomico A, em fémeas essa relagdo é igual a 1 e em machos igual a V5.
O primeiro gene desta cascata em Drosophila, Sex lethal (SxI), ¢ responsavel pela
determinag@o do sexo controlando os genes transformer (Tra) e transformer 2 (Tra2) (SALZ
& ERICKSON 2010)

Em Drosophila melanogaster, SxI possui dois éxons iniciais que em fémeas so
eliminados por splicing alternativo na formagdo de mRNA. Um destes dois éxons que sdo
eliminados possui um codon de parada, assim, para que ocorra a formacdo de uma proteina
funcional ¢ necessario que este éxon seja eliminado. Depois de formada a proteina ativa, ¢
estabelecido um mecanismo de auto-regulacdo em que a propria proteina SXL regula seu
splicing para garantir a eliminagdo do cédon de parada. Em machos este splicing alternativo
ndo ocorre, portanto ndo ¢ produzida uma proteina funcional (POMIANKOWSKI &
WILKINS 2004; SALZ & ERICKSON 2010).

O Sxl também ¢ responsavel pelo controle dos genes transformer (Tra) que atua em
conjunto com o transformer 2 (Tra2). O Tra assim como o SX| também possui um éxon com
codon de parada. Ele ¢ transcrito em machos e fémeas, porém somente em fémeas o Sxl
elimina o cédon de parada, o que leva a codificagdo de uma proteina funcional. O Tra
juntamente com a forma constitutiva Tra2 sdo os genes que irdo controlar o splicing sexo-
especifico do pré-mRNA do ultimo gene da cascata, o doublesex (Dsx). Este gene também ¢
transcrito em ambos 0s sexos, mas em fémeas o complexo Tra e Tra2 dirige o splicing do pré-
mRNA para a formagdo da proteina feminina (DSXf). Nos machos ndo ha nenhuma proteina
TRA ou TRA2, assim o Dsx segue seu splicing padrdao dando origem a proteina masculina
(DSXm) (LEBO et al. 2009). A proteina DSXf é que ira ativar o gene Yolk, cuja proteina ¢é
considerada uma vitelogenina importante para a nutricdo do embrido durante seu estagio de

desenvolvimento (LEBO et al. 2009).
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Em espécies de outros géneros como em Ceratitis e Bactrocera, embora o principal
gene Sxl ndo esteja ativamente envolvido com o processo de determinagdo sexual, o resto da
cascata sexual ¢ bastante semelhante ao do género Drosophila, (PANE et al. 2002; LAGOS
et al. 2007), em que somente as fémeas produzem a proteina TRA na forma ativa. Em
Tephritideos do género Ceratitis, Bactrocera e Anastrepha, o gene Tra também possui um
mecanismo de auto-regulag¢ao para determinacgdo do sexo (PANE et al. 2002; LAGOS et al.
2007; RUIZ 2007; RUIZ 2010) .

1.7- Proteinas coridnicas e vitelinicas

Diversas proteinas ligadas ao sexo parecem evoluir rapidamente, e isto tem grandes
aplicagcdes para estudos do processo de especiagdo. Esta rapida evolugcdo é observada
especialmente em proteinas que estdo relacionadas a interacdo entre dvulo e espermatozoide
(SWANSON & VACQUIER 1998). Algumas destas proteinas com alta taxa evolutiva sao
responsdveis pela formagcdo da membrana do ovo. As vitelinicas, que estdo localizadas no
interior da membrana, como a Vm 32E, Vm 34Ca, Vm 26 Aa e Vm 26Ab; ¢ as coridnicas, que
se localizam NA PARTE EXTERNA, COMO CPS 16, CPS15, CPS 18, CPS19, CPS 36 E
CPS 38 (Parks & Spradling 1987). Estudos realizados em Drosophila tém indicado que as
proteinas coridnicas como um grupo tém evoluido mais rapidamente do que as vitelinicas,
particularmente as Cps 16 e Cps 15, que sdo as que estdo evoluindo mais rapidamente
(JAGADEESHAN & SINGH 2007).

As proteinas vitelinicas formam uma membrana ao redor do ovo para protegé-lo de
fatores externos. Estudos recentes em Drosophila melanogaster identificaram dois novos
genes no genoma, além dos quatro citados acima, que sdo estruturalmente semelhantes aos
genes vitelinicos ja conhecidos. Um deles ¢ o Vm 26Ac que esta localizado entre o Vm 26Aa e
Vm 26 Ab, e o outro ¢ o Vml que também ¢ expresso em fémeas e ndo possui introns
(ALATORTSEYV 2005).

As proteinas corionicas Cps 36 e Cps 38 estdo localizadas no cromossomo X em
Drosophila melanogaster e sdo expressas no inicio da formagao do ovo (PARKS et al. 1986,
PETER et al. 1993), enquanto em Ceratitis capitata as Cps 36 e Cps 38 sdo encontradas no
cromossomo 5 (TOLIAS et al. 1990). Ja as Cps 16, Cps 19, Cps 15 e Cps 18 sido
autossOmicas, localizadas no cromossomo 3 em Drosophila melanogaster (PARKS &

SPRADLING 1987), e sdo expressas nos estagios mais tardios da formagdo do ovo. As Cps
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localizadas no cromossomo X sdo expressas entre os estagios 10 e 13, enquanto que as quatro
Cps autossomicas sdo expressas nos estagios 13 e 14 (PARKS & SPRADLING 1987). Apesar
da considerédvel diferenga em suas seqiiéncias, os genes Cps 16, Cps 19, Cps 15 e Cps 18, sao
encontrados na mesma ordem tanto para Drosophila melanogaster quanto para Ceratitis
capitata e possuem padroes similares de expressdao (VLACHOU et al. 1997).

Neste trabalho buscamos a identificacdo de ESTs presentes em tecidos reprodutivos
femininos, a fim de encontrar o maior nimero de proteinas vitelinicas e coridnicas

investigando seu padrdo evolutivo em 3 espécies do grupo fraterculus.
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2- Objetivos

2.1- Objetivo Geral

Construir uma biblioteca de ¢cDNAs a partir de um pool de tecidos reprodutivos
femininos de Anastrepha obliqua para gerar ESTs (Expressed Sequenced Tags). Estes ESTs
foram categorizados usando diferentes estratégias de classificagdo de proteinas de forma a
isolar genes que sendo sujeitos a selegdo positiva. O objetivo final foi a identificacdo de genes
com alta taxa evolutiva neste género, focando em proteinas coridnicas que foram comparados

com homologos expressos em outras espécies do grupo fraterculus.

2.2- Objetivos especificos

Extrair RNAs mensageiros a partir de um pool de 100 6rgaos reprodutivos femininos de
moscas Anastrepha obliqua de localidades diferentes com aproximadamente 10 dias.

Construir uma biblioteca de cDNAs a partir dos mRNAs de fémeas de A. obliqua;

Seqiienciar clones produzidos a partir dos cDNAs buscando produzir diversos ESTs
(Expressed Sequenced Tags) de tecidos reprodutivos femininos;

Analisar os ESTs derivados de 6rgaos reprodutivos buscando identificar genes com maior
variagdo em regides codificadoras que possam estar sofrendo selecdo positiva ou que
apresentem maior variagao intraspecifica.

Caracterizar molecularmente e fazer testes de selecdo em alguns genes coridnicos e
vitelinicos cujos ESTs foram encontrados na biblioteca de A. obliqua; dados estes que serdo
contrastados a de genes pertencentes a cascata sexual em Drosophilas (Sex lethal e

transformer 2).
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3- Materiais e Métodos

3.1.1- Coleta e manutencéo das moscas-das-frutas

Fizemos a coleta das espécies do género Anastrepha de duas formas: pela coleta de
adultos ou pela retirada de frutos da natureza em regides de pouca interferéncia humana,
sendo que esta segunda foi a mais comum. Posteriormente, levamos os frutos para o
laboratorio onde os colocamos e mantivémos em caixas acrilicas com vermiculita até a
eclosdo das pupas. Depois de aproximadamente 3 semanas peneiramos a vermiculita e
transferimos as pupas para caixas acrilicas de 50x50x40 cm, apo6s a eclosdo, separamos as
moscas por sexo. Uma semana depois, as moscas atingiram a maturidade sexual, e puderam
ser entdo identificadas em nosso laboratério. Armazenamos algumas destas moscas em etanol
70% para posterior extracdo de DNA enquanto outras utilizamos em cruzamentos. Tratamos
as moscas adultas sob uma dieta de 10ml de mel, 30ml de hidrolisado de proteina de milho,
6g de levedo de cerveja, 0,5g de Sustagem sabor morango, 25g de actcar mascavo e 45g de

agucar branco.

3.1.2- Locais de coleta para construgdo da biblioteca

Fizemos as coletas em diferentes regides do Brasil, para a constru¢do da biblioteca de
cDNA escolhemos de 30 a 40 individuos da espécie Anastrepha obliqua (fig 2) para 3
localidades distintas: Estrela do Oeste - SP; Bonito-PE; Bariri-SP, totalizando um pool de

aproximadamente 100 individuos.
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Fig.2- Anastrepha obliqua

3.2- Construcao da biblioteca de cDNA

3.2.1- Extracéo de RNA total

Depois de aproximadamente 10 dias, que ¢ o tempo da matura¢do sexual das moscas,
retiramos o ovipositor ¢ os o6rgaos reprodutivos (fig 3) de um pool de aproximadamente 100
fémeas virgens da espécie Anastrepha obliqua e maceramos em Trizol (Invitrogen). Isolamos
o RNA total através do protocolo de extracdo com trizol - Fenol/Tiocianato de
Guanidina/Cloroféormio (Chomczynski & Sacchi 1987). Quantificamos o RNA extraido no
Biofotometro Eppendorf pela relagdo de absorbancia 260/280 nm. Testamos a integridade do
RNA total por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo,
visualizamos em luz ultravioleta, o que possibilitou a visualizacdo das bandas do RNAs

ribossomicos 18S e 28S.
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3B)

30) 3D)

Fig.3 — Aparelho reprodutor feminino. O desenho 3A mostra a regido onde se localiza
o aparelho reprodutor. Na foto em 3B ¢ possivel observar os dois ovarios, em 3C as
glandulas acessorias e em 3D o actleo.

3.2.2- Extragéo de RNA mensageiro

A partir do RNA total extraido, obtivemos o RNA mensageiro (mRNA) com o uso do
kit PolyATract mRNA Isolation Systems III (Promega). Este kit usa de oligos(dT)
biotinilados ligados a microesferas magnéticas para atrair e se ligar a mRNAs que apresentem
caudas poli(A); dessa forma, o uso de um suporte magnético permite o isolamento e
purificagdo dos mRNAs que posteriormente ressuspendemos em 15 ul de agua MiliQ.
Quantificamos 0 mRNA precipitado novamente através do Biofotometro Eppendorf pela
relagdo de absorbancia 260/280 nm, e observamos sua integridade através da eletroforese em

gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, visualizado em luz ultravioleta.

3.2.3- Biblioteca de cDNA

Construimos a biblioteca ndo normalizada de cDNA a partir de 2 pg de mRNA,
através do kit CloneMiner' " ¢cDNA Library Construction KIT (Invitrogen) , que constroi

bibliotecas de cDNA sem o uso de enzimas de restri¢do, de acordo com as especificagdes do
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fabricante. Na elaboragdo da biblioteca, ligamos adaptadores, attB, nas duas extremidades
terminais do fragmento. A partir das fitas simples de mRNA isoladas construimos as
primeiras fitas de cDNAs usando transcriptase reversa. Posteriormente adicionamos E. coli
RNAse para degradar os RNAs, e assim, foi construida uma segunda fita de cDNA usando
desta vez, a primeira como molde. Fizemos o fracionamento diferencial dos cDNAs fita dupla
resultantes em coluna Sephachryl S-500HR, o que permitiu a separagdo de fracdes de acordo
com o tamanho médio dos mRNAs extraidos. Utilizamos as fracdes escolhidas para a
clonagem que se baseia numa estratégia de recombinacao sitio-especifica para que os insertos
sejam adequadamente introduzidos nos vetores. Usamos os clones para uma transformagao
em células competentes de E. coli ElectroMAX DHI10B, resistente ao fago T1. Fizemos a
selecdo de clones em meio LB contendo Kanamicina, cuja resisténcia ¢ conferida pelo
plasmideo pDONR 222, que também apresenta uma enzima DNA girase de E. coli que se
expressa na auséncia de um inserto ¢ impede a replicacdo do plasmideo, garantindo que

apenas bactérias transformadas cresgam neste meio.

3.3- Qualidade da biblioteca de cDNA

Para verificar a qualidade da biblioteca construida, separamos inicialmente 24 clones,
extraimos os plasmideos bacterianos com o gene clonado através da técnica de mini
preparacdo (miniprep). Esta técnica consiste em crescimento de colonias por 22 horas, quando
entdo ¢ feita uma lise alcalina e subseqiiente precipitacio do DNA do plasmideo com alcool
isopropilico, cuja integridade testamos por eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo, visualizado em luz ultravioleta.

A partir do plasmideo extraido fizemos a digestdo com a enzima de restricdo BsrGI
(5'...T/GTACA...3"; 3'...ACATG/T ...5"). Esta técnica trata-se de um simples corte na
seqliéncia correspondente ao DNA do plasmideo para separacdo do fragmento inserido.
Analisamos os resultados pelo tamanho dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo, visualizado em luz ultravioleta.

Por fim, para verificar a integridade dos fragmentos inseridos no vetor, fizemos o uso
da técnica de miniprep, e enviamos os produtos de outros 192 clones a empresa Macrogen,
localizada em Geunchun-GU, Coréia do Sul, onde foram seqiienciados a partir do primer M 13

forward a uma concentragao de 5 uM.
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3.4- Sequenciamento da Biblioteca de cDNA

Os outros 2.112 clones foram seqiienciados pela empresa Beckman Coulter Genomics.
Esta trata-se de uma empresa que presta servigos biotecnoldgicos localizada em Beverly-MA,
EUA. Dentre os servigos oferecidos estd o plaqueamento, extracdo de DNA e seqiienciamento

de cDNAs gerados a partir de bibliotecas.

3.5- Analises das sequéncias de ESTs

Agrupamos todos os ESTs seqiienciados em contigs através do software Desktop

cDNA Annotation System (dCAS) (http://exon.niaid.nih.gov) (GUO et al. 2009). Este

programa pode ser usado tanto para analise de uma biblioteca individual quanto para
comparagdo de duas bibliotecas distintas. Para anélise de uma biblioteca inica primeiramente
agrupamos as  seqiiéncias  através do uso do programa NCBI  Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ¢ montamos contigs usando o software Cap 3 (HUANG et al.
1999). Analisamos entdo, estes contigs pelos softwares SignalP (EMANUELSSON et al.

2007) que prevé a presenca e a localizagdo de sitios de clivagem nas seqiiéncias de
aminoacidos a partir de diferentes organismos: procariotos gram-positivos € gram-negativos e
eucariontes; TMHMM (KROGH et al. 2001) que prevé a topologia de proteinas; e pelo
GenBlast, em que selecionamos todos os tipos de Blast database disponiveis: NR; GO; Mit-
pla; RRNA; Conserved Domain Databases; and UniVec. Finalmente copilamos estes
resultados em uma tabela de Excel.

Extraimos estas seqiiéncias dos cromatogramas utilizando o programa Phred (EWING
et al. 1998; EWING & GREEN 1998) que mede a qualidade das seqiiéncias examinado os
picos de cada base para atribuir uma pontuacdo de qualidade. Posteriormente, analisamos
quanto a presenca de vetores utilizando o programa Cross-Match, disponivel no pacote
Phred/Phrap. Consideramos validas as seqiiéncias com no minimo 100 bases com Phred >20,
sendo que Phred de média=20 representa 99% de chance da base estar correta. Investigamos
as seqiiéncias quanto a presenca 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 seqiiéncias

de aminoacidos possiveis dentro da seqiiéncia de DNA dada.

3.5.2- Identificacdo das regides sujeitas a selecao positiva
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Para a identificacdo das regides sujeitas a selegdo positiva fizemos inicialmente a
comparagdo das seqliéncias de alguns contigs aqui obtidos com as seqiiéncias de outros
Tephritidae além de outros insetos do género Drosophila (EADS et al. 2007). Calculamos a
taxa de dN/dS (relacdo entre substituigdes ndo-sindnimas e sindénimas) pelo programa K-

estimator (COMERON 1999) (http://en.bio-soft.net/format/KEstimator.html). Selecionamos

regides que apresentaram alta taxa evolutiva entre familias, particularmente em sitios

codificadores de aminoacido para maior investigagao.

3.6- Construcdes de primers

Desenvolvemos primers para diversos contigss encontrados em A. obliqua que
pareciam corresponder a genes coridnicos e vitelinicos, que poderiam estar sob selecdo
positiva, indicado pela taxa de dN/dS, e para outros genes de interesse. Para estes contigs
encontrados na biblioteca de ¢cDNAs de A. obliqua, desenvolvemos primers para a
amplificagdo de pools de DNA para espécie A. obliqua e para outras 2 espécies do género
Anastrepha: A. sororcula e A. fraterculus.

Assim, desenvolvemos primers para os genes vitelinicos que encontramos com a
seqiiéncia completa na biblioteca de cDNA: Vm 26Aa, Vm 26Ab; Vm 26Aa’; e para os genes
coridnicos que também possuiam seqiiéncia completa: Chorion s38 (Cps38), Chorion s16
(Cpsl16), Chorion s18 (Cpsl8), Chorion s19 (Cpsl9); afim de caracterizar estes genes
completos para as 3 espécies de Anastrepha. Também construimos primers para os genes:
Tranformer 2 (Tra2) e Sex lethal (SxI), mas para estes ndo foi com o objetivo de obter o gene
completo.

Construimos estes primers através do alinhamento das seqiiéncias de A. obliqua com
as do género Ceratitis; Bactrocera ou quando nao era encontrado nenhum género da familia
Tephritidae, utilizamos espécies do género Drosophila. O alinhamento dos aminoacidos
fizemos no programa BioEdit (HALL 1999), pelo uso do software Clustal W (HIGGINS et al.
1994), este software permite alinhar seqiiéncias mesmo quando o tamanho entre elas sdo
diferentes, relacionado a processos de insergdes ou delegdes. Assim pudemos identificar
regioes conservadas para a construgdo dos primers e também identificamos regides de
possiveis introns. Todas as seqiiéncias de outras espécies utilizadas foram obtidas no

GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ou no Flybase (http://www.flybase.org).

Desenhamos os primers logo no comego, ou preferencialmente antes, da regido codificadora
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(primer forward) e no final da regido codificadora (primer reverse). Depois de escolhermos
uma regido conservada foi necessario verificar a estabilidade das estruturas destes primers,
para isto, usamos 0 programa OligoAnalyzer3.0

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx/oligocalc.asp).

Neste programa analizamos temperaturas de desnaturagdo, quantidade de bases C e G, valores
de delta G que avaliam a possibilidade de formacao de hairpin e formagdes de estruturas
secundarias, tanto em ligagcdes entre os mesmos tipos de primers (forward-forward ou
reverse-reverse) como entre os diferentes (forward-reverse). Analisando todos estes
componentes garantimos a estabilidade das estruturas, assim diminuimos a produgdo de
artefatos durante as reacdes de amplificagoes.

Abaixo encontra-se uma tabela com as seqiiéncias de cada um dos primers gerados

(forward e reverse), para cada um dos genes:

Gene Primer Forward Primer Reverse
Cps38 caaggcgtgaacaagttccg tcttagtattgtgaagcetgatgg
Cpsl6 cgtcaaaacaacgcattagaatat tcagattgccacaacaccgat
Cps18 atttacgcaaaatgaatcg tttcgttagtagccagetgce
Cps19 aactactttcacttcacgtc gacagatttaatagctgctgga
Vm26Aa caaaactcactatgaaattcttcg cttccgctegatttccatgta
Vm26Ab tgaaaRtcttcatcactgtcac aaatcctaatgcgatgtctatg
Vm26 Aa’ cagaaacttatcgccaaagatg attgcccattcatccttgtcc
Tra2 ggcattctagagaaaaagt cttgtattcgttcgattgggc
Sxl aatYtaccRcgYacNatNaccga tttgY gcatY gaaatagggatg

Tabela 1: Sequéncias dos conjuntos de primers Forward e Reverse usados para
amplificacao.

3.1.3- Locais de coleta para formacéo dos pools de DNA.
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Para a amplificagdo dos genes vitelinicos: Vm 26Aa, Vm 26Ab, Vm 26Aa’; dos genes
corionicos: Cp38, Cpsl9, Cpsl8, Cpl6; ¢ também dos genes: Tra2 e Sxl, usamos um pool de
DNA para as 3 espécies presentes no laboratorio: A. fraterculus; A. sororcula e A. obliqua.
Formamos o pool de cada espécie a partir de diferentes regides do Brasil, conforme mostra a

tabela abaixo:
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N° total
Pontos de de N°
coleta individuos individuos/local
Pool
fraterculus
Curitiba PR 5
Florianopolis
SC 5
Joinville SC 20 5
Joao Pessoa
PA 5
Pool obliqua
Bonito PE 5
S3do Carlos
SP 5
Bariri SP 20 5
Araguaina
TO 5
Pool
sororcula
Guarapari ES 9
Rio das 1
Ostras RJ 6
Buzios RJ 6

Tabela 2: Nimero de individuos representados no pool e suas respectivas localidades.

3.7- Extracéo de DNA

Extraimos DNA de 5 localidades diferentes para cada uma das 3 espécies A. obliqua,
A. fraterculus e A. sororcula. Primeiramente perfuramos os corpos dos insetos e colocamos
em tubos do tipo eppendorf contendo solug¢do de proteinase K (20mg/ml); 100mM de NaCl;
100mM de Tris-Cl pH 8; 25mM de EDTA pH 8 e 0,5% de SDS, incubamos os tubos a 37°C

de 2 a 3 horas. Apoés este periodo, adicionamos RNAse (4mg/ml), e novamente incubamos a
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solucao a 37°C de 15 a 60 minutos. Posteriormente centrifugamos a solugao a 300 rpm por 1
minuto para que fossem retiradas as impurezas insoluveis, transferimos o sobrenadante para
outro tubo contendo uma solucdo de 4M de tiocianato de guanidina e 0,1M de Tris-HCI pH
7,5, homogeneizamos entdo, a solucdo em vortex por 5 segundos e centrifugamos a 1300
rpm por 10 minutos para que as proteinas fossem precipitadas. Apos esta centrifugacao,
retiramos o sobrenadante e colocamos em outro tubo contendo isopropanol 100%, novamente
centrifugamos esta solucdo para a precipitacdo do DNA. Descartamos o sobrenadante e
lavamos o precipitado formado de DNA por duas vezes com etanol 70%, invertemos os tubos
gentilmente por varias vezes, em seguida centrifugamos a 1300 rpm por 5 minutos e
descartamos o sobrenadante. Apo6s a ultima lavagem os tubos ficaram abertos para que o
etanol pudesse ser evaporado por completo e por fim ressuspendemos o precipitado em 200 pl

de dgua ultrapura.

3.8 Amplificacéo por PCR e Purificagcao

Usamos os primers elaborados acima para amplificar pools de DNA de A. obliqua e
também de outras espécies do grupo fraterculus (A. fraterculus e A. sororcula). Os reagentes
que utilizamos e suas concentragdes foram: tampao 10X [100mM Tris-Cl pH 9; 500mM KClI;
25mM MgCl12; 0,1-0,2mg/ml BSA (0,1pg/ul)]; dNTPs 0,2mM; primers forward e reverse
0,2mM e Taq polimerase 0,5U. Analisamos a amplificacdo em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo, visualizado em luz ultravioleta.

Purificamos os produtos de PCR dos primers que amplificaram a regido de tamanho
esperado utilizando o protocolo de precipitacio diferenciada com PEG 8000
(Polietilenoglicol) (LIS & SCHLEIF 1975). Neste, o produto amplificado ¢ precipitado
eliminado artefatos como dimeros de primers e nucleotideos nao incorporados, uma vez que o
Polietilenoglicol ndo ¢ eficiente para precipitar produtos com menos de 200 pares de bases.
Entdo ressuspendemos o precipitado em agua ultrapura. Analisamos o resultado também em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

Abaixo encontra-se uma tabela com o programa padrao utilizado na reacdo de

amplicagao pela técnica de PCR para todos os primers sintetizados:
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Temperatura | Tempo Numero de
ciclos

95°C 60s 1x

94°C 60s

56°C 30s 3x

72°C 75s

94°C 60s

53°C 30s 30x

72°C 75s

72°C 10.00 min 1x

Tabela3: Programa padrio utilizado na reagdo de amplicagdo para todos os primers, sido
mostrados o tempo de cada temperatura e o numero de ciclos.

3.9 Quantificacdo dos produtos de PCR

Para a quantificacdo dos produtos obtidos na purificagdo, conforme descrito acima
submetemos novamente cada amostra a eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo, juntamente com um marcador de peso molecular. Fizemos a quantificacao
através da comparagdo das intensidades da coloracdo das bandas das amostras com as bandas

do marcador.

3.10- Clonagem

Posteriormente, clonamos o produto amplificado e purificado, usando o Kit de
clonagem InsTAclone (Fermentas), cujo vetor apresenta resisténcia a ampicilina. Fizemos a
transformagdo de bactérias competentes da cepa DHSa através do método de choque térmico,
utilizando os produtos da ligagao feita com plasmideos PTZ57R/T.

Apo6s a transformacgdo, plaqueamos as coldnias recombinantes presentes no meio de
cultura LB seletivo (com concentragdo de ampicilina de 100 pg/ul), depois de
aproximadamente 18h coletamos as colonias individuais. Colocamos cada colonia em agua
ultrapura que fervemos a 90°C por 5 minutos para lise das células e liberacao dos plasmideos.
Amplificamos entdo, este material com primers M13 forward e reverse (0,2uM) que se
ligaram proximo ao sitio de clonagem do plasmideo. Submetemos as amostras que se

mostraram positivas para o inserto a precipitacdo diferencial com PEG (Polietileno Glicol)
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8000 (LIS & SCHLEIF 1975), conforme descrito acima e ressuspendemos em 20 ul de agua
ultrapura.
Abaixo encontra-se uma tabela com o programa utilizado na reagdo de amplicacao

para os primers M13 forward e reverse:
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Temperatura | Tempo Numero de
ciclos

95°C 60s 1x

94°C 60s

60°C 30s 3x

72°C 75s

94°C 60s

57°C 30s 28x

72°C 75s

72°C 10.00 min 1x

Tabelad: Programa padrdo utilizado na reagdo de amplicagdo para o primers M13, sdo
mostrados o tempo de cada temperatura e o numero de ciclos.

3.11- Sequienciamento dos genes Vm26Aa; Vm26Aa’; Cps38; Cpsl6; Tra2 e Sxl

Enviamos as amostras depois de purificadas e quantificadas a 50ng/ul, para
seqlienciamento pela empresa Macrogen localizada em Geunchun-GU, Coréia do Sul.

Novamente utilizamos o programa ChromasPro 2.31 (http://en.bio-soft.net/dna/chromas.html)

para vizualiza¢do dos eletroferogramas. Dessa forma, pudemos obter as seqiiéncias do pool
dos genes amplificados Vm26Aa; Vm26Aa’; Cps38; Cpsl6; Tra2 e Sxl para 3 espécies do

grupo fraterculus.

3.12- Testes de deteccao de selecao positiva

Para todos os genes estudados que foram amplificados e seqiienciados, fizemos um
teste de selecdo positiva. Para esta analise utilizamos uma seqiiéncia de cada espécie, ou seja,
uma seqiiéncia de A. fraterculus, uma de A. obliqua e uma de A. sororcula, para todos os
genes, exceto para o gene Cps38 em que utilizamos 3 seqiliéncias de cada espécie, devido a
uma grande divergéncia intra-especifica nas seqiiéncias. Além destas, também usamos
seqliéncias de outras espécies do género Anastrepha, Ceratitis, Bactrocera, Musca e

Drosophila, quando estavam disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Novamente, alinhamos todas as seqiiéncias de aminoacidos no programa BioEdit (HALL
1999), pelo uso do software Clustal W (HIGGINS et al. 1994).
Para a realizagdo deste teste, primeiramente construimos uma arvore filogenética

usando o programa PhyML 3.0 (dados ndo mostrados) que estima arvores por maxima
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verossimilhanca a partir de um modelo escolhido. Este modelo pode ser facilmente obtido

através do programa ModelTest (http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html), que faz a

selecdo do modelo de substituicao de nucleotideos que melhor se ajusta aos dados testando 56
modelos diferentes.

A partir da arvore obtida pelo PhyML 3.0, utilizamos o programa PAML que faz uso
do CODEML (YANG 2007) para testar selecao positiva. Fizemos dois tipos de testes:
Relaxed Brach-site test e Strict Branch-site test (YANG & NIELSEN 2002; ZHANG et al.
2005). Em ambos os testes escolhemos um ramo chamado de foreground , foi neste ramo em
que foi testada a ocorréncia de selecdo positiva, os demais ramos de géneros de outras
espécies foi chamado de background. Neste trabalho fizemos duas analises para cada um dos
dois testes. Uma considerando o ramo que isola o género Anastrepha como foreground e
outra considerando o ramo que isola a familia Tephritidae inteira como foreground. Para que
fossem realizados ambos os testes primeiramente foi preciso testar o modelo M0, este modelo
fixou um tnico ® (razao entre substitui¢des nao sindnimas por substitui¢des sindnimas) para
todos os ramos e fixou um Unico ® para todos os codons. Foi necessario primeiramente testar
este modelo para que construissimos uma nova arvore filogenética com a distancia de
mudanga nucleotidica por cdédon, foi a partir dela que testamos os outros modelos .

No primeiro teste, Relaxed Brach-site test, contrastamos o modelo M1la (nulo) com o
modelo MA. O modelo M1a assume que a taxa evolutiva ¢ a mesma para todos os ramos e
sitios, os valores de ® s6 podem variar entre 0 e 1. J& no modelo MA separamos os ramos em
foreground e background, e o ramo foreground pode possuir sitios com ® > 1. Fizemos o
contraste destes dois modelos através de um teste chamado de log-likelihood ratio test (LRT)
(YANG et al. 2005; ZHANG et al. 2005).

No segundo teste, Strict Branch-site test, contrastamos o modelo MA nulo com o
modelo MA. No modelo MA nulo, também separamos os ramos em foreground e
background, porém assumimos que todos os sitios com valores de ® > 1 estivessem fixados a
1. Fizemos o contraste destes dois modelos também através do log-likelihood ratio test (LRT)
(ZHANG et al. 2005). No teste de selegdo positiva calculado pelo modelo MA, também
pudemos realizar outra analise: a Bayes Empirical Bayes (BEB) (YANG et al. 2005) que ¢
baseada nos mesmos parametros do modelo Ma. Através dela, quando LRT foi significante,
pudemos identificar quais sitios obtiveram probabilidade maior que 50%, 95% e 99%, de

estarem sob sele¢@o positiva.
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3.13- Predicao da estrutura proteica.

Fizemos as predicdes das estruturas proteicas para os genes que mostram estar sob
selecdo positiva, pelo programa MEMSAT 3 disponivel no site da UCL (University College
London) (http://bioinf4.cs.ucl.ac.uk:3000/psipred). Este programa ¢é de facil acesso, bastando
colocar a seqiliéncia de aminoacidos de uma determinada proteina que ele prevé a estrutura
secundaria e a topologia da membrana baseando-se em alguns modelos (JONES et al 1994;
JONES 2007; NUGENT & JONES 2009). Fizemos os testes através de um conjunto de
tabelas estatisticas de LRT. Estas tabelas estatisticas mostram tendéncias definidas de
determinados aminoacidos de estarem localizados no interior, no meio ou fora da membrana

celular.
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3- Resultados e Discussao

No total sequenciamos a partir da regido 5" , 2304 clones obtidos a partir dos orgaos
reprodutivos de fémeas de moscas de Anastrepha obliqua. A tabela de analise destes ESTs do
programa dCAS produziu 310 contigs e 506 singlets (Anexo) que classificamos em 8 classes

diferentes de proteinas de acordo com o GO e em 13 classes de acordo com o KOG.

4.1- A biblioteca de cDNA.

4.1.1- Integridade do RNA total.

Para se iniciar a constru¢do da biblioteca de ¢cDNAs primeiramente foi necessario
extrair o RNA total e sua integridade analisada em gel de agarose 1% (fig.1). A qualidade do
RNA total foi comprovada pelas duas bandas visualizas acima na fig.1, que indicam os RNAs
ribossomais (rRNA) integros. Abaixo encontram-se os RNAs transportadores € como os

RNAs mensageiros sdo de diferentes tamanhos eles correspondem ao arraste na vertical.

Fig. 4- RNA total mostrado em foto de gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo. Na primeira coluna da esquerda para direita estd o marcador. Cada
banda corresponde a 250b. Nas demais colunas estdo seis amostras. Acima se
encontram duas bandas de rRNA 28s e 18s respectivamente.
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4.1.2- Integridade do RNA mensageiro.

Apoés a extracdo e quantificacdo do RNA total, extraimos o mRNA usando o kit
PolyATract mRNA Isolation Systems III (Promega), e novamente avaliamos sua integridade
em gel de agarose 1% (fig.2). As bandas come¢am préximo de 3 kb e terminam em 250b, o
que demonstra sua integridade. As bandas mais intensas correspondem aos ESTs mais
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Fig. 5- RNA mensageiro mostrado em foto de gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. Na primeira e ultima coluna estd o marcador. Cada banda corresponde a 250b. Na
coluna do meio esta 0 mRNA.

4.1.3- Tamanho dos ESTs

Depois de verificada a integridade do mRNA, o quantificamos e utilizamos para a
construcao da biblioteca de cDNA de acordo com instrugdes do fabricante do kit CloneMiner
(Invitrogen). Para calcular a titulagdo da biblioteca foi necessario fazer varias dilui¢des das
bactérias transformadas, fizemos dilui¢cdes de 10"1, 10'2, 102 e 10™. Apos os calculos, vimos
que a titulagdo da biblioteca foi de 1,5x10°.

Para saber a média do tamanho dos ESTs que inserimos nos vetores, fizemos um

tratamento com a enzima de restrigdo BsrGI que corta o inserto do vetor. Ao todo digerimos
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24 clones obtidos através de transformacdao bacteriana, sendo que todos os 24 clones

continham o inserto, a média do tamanho do fragmento inserido foi de 1,1 kb (fig.6).
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Fig. 6- Tratamento com enzima de restrigdo BsrGI mostrado em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo. Foram fragmentados 24 clones com média de
1,1kb. Nas colunas das extremidades estd o marcador, cada banda corresponde a
250pb. A banda de 2,5 kb corresponde ao vetor.

No total sequenciamos 2308 clones ao acaso, sendo que destes 2101 produziram
seqliéncias com qualidade e os utilizamos nas analises, isto ¢, seqliéncias com no minimo
100pb e com Phred >20. Analizamos as seqiiéncias obtidas e agrupamos em contigs através
do Software Desktop cDNA Annotation System (dCAS) (GUO et al. 2009). O programa
Phred acoplado ao dCAS (Ewing & Green 1998; Ewing et al 1998) atribuiu uma pontuagao
de qualidade das seqiiéncias, sendo que eliminamos as de baixa qualidade, e o vetor retiramos
pelo Cross-Match. O sofware dCAS utilizou entdo os sofwares CAP3 (HUANG et al. 1999) e
BLAST para produzir contigs que compilamos em uma tabela Excel. Esta analise produziu
309 contigs e 506 singlets, que sdo os ESTs restantes que ndo foram redundantes. Deste
conjunto de contigs e singlets, 25 apresentaram uma taxa média de identidade com
Tephritidae de 84,04%, e 485 contigs/singlets apresentaram taxa média de identidade com
Drosophila igual a 71,38%. Os outros 305 contigs/singlets ndo foram alinhados com nenhuma
seqiiéncia do GenBank ou foram alinhados com seqiiéncias de familias muito distantes da

familia Tephritidae.
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Apesar deste conjunto de contigs e singlets somarem um total de 815 sequéncias, o que
parece ser um numero alto para uma biblioteca ndo normalizada, estes dados sao semelhantes
aos de Kelleher et al (2007) que encontrou um niimero um pouco menor. A partir de tecidos
reprodutivos de fémeas virgens e gravidas e do mesmo niimero de ESTs aos obtidos neste
trabalho, foi obtido um total de 649 contigs/singlets. Em outro trabalho, a partir de tecidos
reprodutivos de fémeas gravidas de Glossina morsitans morsitans, de um total de 3048 ESTs
utilizados, foram formados 1391 contigs/singlets (ATTARDO et al. 2010).

O comprimento médio das seqiiéncias foi de 644pb, isto indica que geramos
aproximadamente 1,4 megabases nesta analise desta biblioteca. Estes valores foram
semelhantes aos encontrados para uma biblioteca de embrido, em média 700 pb, e para
biblioteca de cabega, cerca de 723pb, em Ceratitis capitata (GOMULSKI et al. 2008).
Entretanto na biblioteca de tecidos reprodutivos de Glossina morsitans morsitans, esta média
foi um pouco maior, o comprimento médio das seqiiéncias foi de 1125pb (ATTARDO et al.
2010). Apenas 68 contigs chegaram a polyA, entretanto isto nao significa que obtivemos
apenas 68 contigs completos, pois muitos dos contigs analisados apesar de ndo apresentarem a
cauda polyA estavam inteiros.

Um dos fatores que determinam a qualidade de uma biblioteca ¢ o numero de seqiiéncias
completas obtidas para que se possa saber também a seqii€éncia completa correspondente aos
aminoacidos da proteina codificada. Assim a qualidade depende da integridade do mRNA e
conseqiientemente da integridade do cDNA gerado. Abaixo encontra-se um grafico (fig.4)
mostrando que 420 contigs/singlets alinham com seqiliéncias do GenBank logo nos primeiros

10 nucleotideos, isto sugere que possuem o codon de inicio.
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Fig.7- Grafico evidenciando a integridade do cDNA. No eixo X esta o numero da base em que
a seqiiéncia da biblioteca foi alinhada com a seqiiéncia do GenBank. No eixo Y estd o numero
de contigs/singlets. Foram consideradas as seqiiéncias com pelo menos 100 nucleotideos.

O maior nimero de ESTs em um tnico contig foi o gene yolk com 113 codpias ¢ o
segundo contig mais expresso foi o 16s ribosomal com 61 cdpias, mas apenas 30 contigs
tiveram numero maior ou igual a 10 ESTs, estes resultados sdo semelhantes aos encontrados
na biblioteca de cDNA de embrido e cabeca de Ceratitis capitata (GOMULSKI et al. 2008).
Na biblioteca de embrido, de 11512 seqiiéncias, somente 54 contigs tinham mais de 10 ESTs,
e na biblioteca de cabega apenas 33 contigs num total de 12518 seqiiéncias (GOMULSKI et
al. 2008), entretanto ambas as bibliotecas foram normalizadas.

O gene mais expresso, Yolk, estd localizado no cromossomo X em Drosophila
melanogaster, ¢ ativado pelo ultimo gene da cascata sexual o doublesex, através de sua
proteina ativa DSXf (ALVARES et al. 2009). O yolk é um gene que codifica uma proteina do
ovo conhecida como uma vitelogenina, cuja fungdo estd relacionada ao desenvolvimento
embrionario, na formagdo do produto nutritivo do embrido (LEBO et al. 2009). Sua proteina ¢é
expressa em dois locais distintos, nos tecidos gordurosos do corpo adulto de fémeas, onde
posteriormente ¢ levada para os ovarios, e principalmente nas células do foliculo ovariano

(BEBAS et al. 2008).
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Neste trabalho encontramos 49 tipos de proteinas ribossomais, que normalmente sao
altamente conservadas (fig. 8). Também encontramos algumas proteases importantes para
estudos evolutivos, ao todo foram 11 tipos de serinas, 8 cisteinas e 5 catepsinas. Proteases
digestivas encontradas no aparelho reprodutor feminino de Drosophila arizonae estio
associadas a recentes duplicagdes génicas, com rapida aquisicdo de nova fungdo. Foi
verificado que estas duplicagdes das espécies do grupo Drosophila repleta estdo sob forte
pressdo de selegdo positiva (KELLEHER et al. 2007). Estudos filogenéticos com outro grupo
de proteases, feitos com sequéncias disponiveis no GenBank, evidenciam que a familia das
serinas proteases evoluiram por diversos eventos de duplicacdo génica como um resultado da
selecdo positiva (ANDRES et al. 2006). Também ha varios estudos com as cisteinas e
catepsinas envolvidas na reprodugdo, que mostram eventos de duplicacdes e selecdo positiva
(CIVETTA 2003, CHUONG et al. 2010).

O grafico abaixo (Fig.8) apresenta os 20 contigs mais expressos, sua porcentagem de
identidade com a espécie mais proxima que possui seqiiéncia no GenBank e sua taxa de
substituicdo ndo-sindnima por sinonima (dN/dS), calculada em relagio a Drosophila
melanogaster, que escolhemos por ser um organismo modelo para o qual haviam seqiiéncias
disponiveis no GenBank para comparagdes. Fizemos o calculo na regido completa dos ESTs e
valores maiores podem ser um indicativo de que esteja ocorrendo sele¢do positiva. Alguns
como o envelope protein e Chorion s19 apresentaram altos valores de dN/dS, enquanto a
maioria apresentou valores bem baixos, como ja era esperado para genes conservados, como
as diversas proteinas ribossomicas encontradas (ex: 60S Ribosomal protein L44. 40S

Ribosomal protein S4, 16S ribosomal).
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Ndeseq %de dN/dS
inder 01 02 03 04 05 06 0,7 08 0,9

1- Yolk 113 97
2-16s ribosomal 61 78
3- Envelope protein 38 31
4- 40S ribosomal S4 35 78
5-60S ribosomal L18A 32 96
6- Chorion 519 29 41
7- Elongation factor 26 97
8- Chorion 538 25 77
9- Ubiquitin regulatory 25 71
10- 60S ribosomal 1.44 25 92
11- Tropomyosin 22 98
12- 408 ribosomal 85 21 96
13- 60S Ribosomal 1.13 16 85
14- Alpha-amylase 15 50
15- 408 ribosomal 524 15 92
16- 408 ribosomal S3A 14 |
17- Actin 14 100
18- 60S ribosomal PO 13 97
19- Cytochromeb 12 91
20- Isoamyl acetate 12 71

Fig. 8- Grafico com os 20 contigs mais expressos, porcentagem de identidade e taxa
de dN/dS por todo o comprimento do gene em relagdo a Drosophila melanogaster.

4.2.2- Classificacdo das Proteinas

Classificamos as proteinas encontradas de acordo com sua fun¢do de acordo com o banco
de dados KOG e GO. Para o GO, no total obtivemos 8 classes de proteinas (Fig.9). As
proteinas mais encontradas foram as com fun¢do de ligacdo (38,1%), atividade catalitica
(4,7%), e 47,6% nao possui fungdo conhecida. Estes resultados foram semelhantes ao de
Kelleher et al (2007) e Swanson et al (2004), com relagdo ao ntmero de proteinas
desconhecidas, em que, de um total de, respectivamente, 649 contigs em Drosophila
arizonae e 526 contigs em Drosophila simulans, foram encontradas 30% e 35% de ESTs
desconhecidos. Porém o numero de proteinas de ligacdo foi diferente sendol0% para

Drosophila arizonae e para Drosophila simulans.
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B unknown

H binding

B catalytic activity

B signal transducer activity

B structural molecule activity

H transporter activity

[ transcription regulator

activity

B enzyme regulator activity

Fig 9- Classificagao das proteinas de acordo com sua fun¢do de acordo com o GO.

Na classificagdo feita de acordo com o KOG formamos 13 classes diferentes de
proteinas, sendo estas um pouco mais especificas e completas do que as formadas pelo GO.
Como trata-se de uma classificagdo mais completa, obtivemos um ntimero de classes protéicas
muito grande, muito superior as 13 que foram mostradas. Assim, consideramos classes que
tivessem pelo menos 20 contigs dentro dela, e as demais classes foram agrupadas como
CGO 29 b4 : 4 b

utras”, desta forma, como ja era o esperado, a maior classe de proteinas foi esta que agrupa

varias classes com 25%.
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B Others 25%

M Posttranslational modification,
protein turnover, chaperones 11,5%

M General function prediction only
10,2%

B Translation, ribosomal structure and
biogenesis 9,9%

¥ Function unknown 8,3%

m Signal transduction mechanisms 5,3%

B Energy production and conversion
5,1%

B Intracellular trafficking, secretion,
and vesicular transport 5%

= RNA processing and modification 5%

H Transcription 4,8%

u Carbohydrate transport and
metabolism 3,6%

" Cytoskeleton 3,6%

Inorganic ion transport and
metabolism 2,4%

Fig 10- Classificacdo das proteinas de acordo com sua fungdo de acordo com o KOG.

4.3- Analise de selecao para os genes coribnicos e da cascata sexual

Duas das proteinas coridnicas estdo entre os 20 genes mais expressos (Fig. 5). Além
disso, observamos que a Cps 19 possui um valor médio de dN/dS igual a 0,8 para toda a
extensdo do gene, que foi o mais alto de todas as proteinas presentes na Fig. 8. Por ser
superior a 0,5, indica um potencial para este gene ter um conjunto de sitios especificos sob
selecdo positiva, uma vez que este valor ¢ medido para toda a extensdo do gene, indicando
que mesmo que existam regides conservadas, no geral hd grande diferenciacdo entre as
seqiiéncias (FINDLAY & SWANSON 2010; KELLEHER et al. 2007). Isto nos mostrou que
as proteinas coridnicas de fato poderiam estar evoluindo mais rapidamente sob pressdo de

selecdo positiva. Por outro lado, a Cps 38 apresentou um dos valores mais baixos das
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proteinas avaliadas na Fig. 5, indicando que podem haver dindmicas diferentes entre proteinas
coriOnicas distintas. Por este motivo, neste trabalho fizemos primers para buscar amplificar
todas as proteinas corionicas e vitelinicas completas encontradas na biblioteca de cDNAs e
dois outros genes pertencentes a cascata sexual para uma analise mais aprofundada da sua
variabilidade intra e interespecifica no grupo fraterculus. Apesar de diversas tentativas,
apenas foram amplificados eficientemente duas proteinas coridnicas: Cps38 e Cpsl6; e outras
duas vitelinicas: Vm26Aa e Vm26Aa’; sendo que estas Ultimas sdo provavelmente duplicagdes
recentes da Vm26Aa encontrada em outros Dipteras. Além destes, os genes Tra2 ¢ Sxl
também foram amplificados. Os genes coridnicos e vitelinicos foram seqiienciados por
completo, ja os da cascata sexual apenas uma regido foi seqiienciada devido ao seu grande
comprimento, € uma vez que o intuito neste caso era de fornecer bases de comparacdo com
dados gerados das proteinas vitelinicas e coridnicas e ndo sua descri¢do completa.

Apds a amplificagdo, clonagem e seqiienciamento do pool de cada uma das espécies aqui
investigadas, alinhamos as seqiiéncias dos genes de Anastrepha entre si e com outros Diptera
filogeneticamente proximos encontrados no GenBank. Uma primeira analise de sele¢do foi
utilizada pelo contraste da razdo dN/dS (YANG & NIELSEN 2002; ZHANG et al. 2005) nas
seqiiéncias como um todo e também nos ramos que separam Drosophilidae de Tephritidae.
Como esta analise ¢ inadequada para a investigacao de ramos evolutivos curtos, em fungao da
confusdo entre polimorfismos ainda segregando e mutagdes ja fixadas (KRYAZHIMSKIY &
PLOTKIN 2008), apenas uma seqiiéncia de cada espécie foi aleatoriamente amostrada e
considerada para estes testes.

Descrevemos a seguir as arvores filogenéticas inferidas por méaxima verossimilhanca
(Figs. 11 a 16) para os genes coridnicos, vitelinicos e os pertencentes a cascata sexual, criadas
pelo modelo MO, que fixa um tUnico ® para todos os ramos e codons. Em fun¢do da
similaridade dos dois genes vitelinicos, também construimos uma arvore em que 0s mesmos
sao considerados conjuntamente, alinhando ambos com Vm26Aa de espécies do género
Drosophila. A taxa de o fixo para cada um destes genes foi de: Vm26Aa= 0,19; Vm26Aa’'=
0,16; Vm26Aa e Vm26Aa'= 0,23; Cps16= 0,3; Cps38= 0,16; Sxl = 0,04; Tra2= 0,1
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Fig.11 — Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga estimada pelo modelo MO
para a Vm26Aa. Os tamanhos dos ramos foram estimados por substitui¢des nucleotidicas
por cédon.

0016
1.365 A. fraterculus

0.080
A. sororcula
0.221
0.066

D. virilis

0.708 D. melanogaste

0.388

1.347 0.476 D. grimshaw

10141 1y switlistoni

Fig.12 — Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanga estimada pelo modelo MO
para a Vm26Aa’. Os tamanhos dos ramos foram estimados por substitui¢des
nucleotidicas por codon.
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0.2
0.580 D. thelanogaster
0.100
0292 0237 D. virilis
0.690 0.353 D. grimshaw
LAE2  p, witlistoni
0.030
0.044 A- obliqua Vin 26Aa
0.449 O'Oﬁ. sororcula Vin 26Aa
0.031
A. fraterculus Vin 26Aa
0.725
0'%90bliqua Vin 26AAa’
0.073
0.511 A. sororcula Vin26A4a”

A. fraterculus Vm 26Aa’

Fig.13 — Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanga estimada pelo modelo MO
para a analise conjunta de Vm26Aa e¢ Vm26Aa’. Os tamanhos dos ramos foram
estimados por substitui¢des nucleotidicas por cédon.

0.942

0.441

0.09f
0.422

D. virilis

1.323

0.530

0.777 D. melanogaster

D. grimshaw

A. obliqua
0.050

0.606 A. sororcula

Oﬁz}raterculus

0.441

C. capitata

Fig.14 — Arvore filogenética de Maxima Verossimilhan¢a estimada pelo modelo MO
para Cps 16. Os tamanhos dos ramos foram estimados por substituicdes nucleotidicas

por codon.
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A. sororcula 1

A. obliqua 1
A. sororcula 2

A. sororcula 3

A. obligua 2
0.520 A. obligua 3
A. fraterculus 1
0.732 0.259  A. fraterculus 2
= A. fraterculus 3
| 0188 C. capitata
0.516 irili
0.239 D. virilis
0,255
0.779 D. melanogaster
0.272

D. willistoni

Fig.15 — Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanga, estimada pelo modelo MO

para Cps 38. Os tamanhos dos ramos foram estimados por substituicdes nucleotidicas
por cédon.

0.189 | D. virilis

0.131
0.584 D. grimshaw
2.035 01821y itlistoni
0.829
D. melanogaster
0250 C. capitata
0.099

.01470'207 B. oleae

0.033
A. sororcula

2.074

009
A. obliqua

A. fraterculus

Fig.16 — Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanga, estimada pelo modelo MO

para SxI. Os tamanhos dos ramos foram estimados por substituigdes nucleotidicas por
codon.
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3.013 =

M. domestica

A. obliqua

A. fraterculus

A. sororcula

0.445

A. bistrigata
0.178 .
— A. grandis
2.422 0.336 C. capitata
0.183
B. oleae

Fig.17 — Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanga, estimada pelo modelo MO
para Tra2. Os tamanhos dos ramos foram estimados por substituicdes nucleotidicas por
codon.

Para cada um dos genes coridnicos, vitelinicos e pertencentes a cascata sexual fizemos
o teste de selecdo positiva, através dos diferentes modelos evolutivos presentes no PAML. Os
modelos testados foram o Mla, o MA restrito (modelo nulo) com ®,=1, fixado ¢ o modelo
MA alternativo. Quando possivel, fizemos dois tipos de analises: uma considerando como
ramo foreground a familia Tephritidae e outra considerando o género Anastrepha como
foreground. Para os genes vitelinicos Vm26Aa ¢ Vm26Aa” também fizemos uma analise em
conjunto em que os ramos considerados como foreground foram o de Anastrepha que incluiu
ambos 0s genes, e posteriormente cada gene separadamente. As tabelas em anexo resumem o0s
contrastes relevantes inferidos dos parametros estimados para cada um dos genes para cada
modelo testado.

Ap0s esta primeira analise, fizemos uma comparagdo entre os modelos nulos (Mla e MA
restrito) ¢ o modelo MA alternativo. As Cpsl6 e Cps38 e o SxI mostram estar sob selegdo
positiva para ambos os testes (com ¢ sem gaps) e para ambos os ramos. No caso do SxI ndo
foi separado um ramo para as Anastrepha, por estas estarem filogeneticamente muito

proximas aos demais Tephritidae, como ¢ possivel observar na Fig. 16.



Genes MA X | MA restrito | Sitios selecionados
M1la X MA (LRT) | positivamente
(LRT)
Tra2 21,38881 | 1,809956 -
(Tephritidae)
Tra2 0 0" -
(Anastrepha)
Sex lethal | 47,25089 | 10,82756 | 12°°; 74°°; 84°°; 85°; 86°; 90°%; 91°;
(Tephritidae) | 92°%: 101°%; 102°°; 109°°; 122°°
Vm26Aa 3283314 |0,536582" -
(Anastrepha) "
Vm26Aa’ 8,519784 |4,4333127 -
(Tephritidae) |~
Vm26Aa e|0 0
Vm26Aa’ -
(Anastrepha)
Vm26Aa e|3,276462 |0,318158" -
Vm26Aa’
(alternativo para
Vm26Aa de
Anastrepha)
Vm26Aa e 6330526 |2,576988° |77°
Vm26Aa’ "
(alternativo para
Vm26Aa’de
Anastrepha)
Cpsl6 21,0861 | 3,4111° 61°%; 65°% 89°; 96°; 99°%: 109°; 114°;
(Tephritidae) " 143°
Cpsl6 8,204998 | 2,72656 132°;
(Anastrepha) "
Cps38 4506276 |16,69391° | 9% 13°; 14°*; 19°; 22°; 76°: 87°°; 90°;
(Tephritidae) |~ 91°°
Cps38 9,73977" | 7,884736 | 187°
(Anastrepha) "
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Tabela 5— Comparacao por LRT considerando os gaps, dos modelos evolutivos M1a x MA e MA restrito x
MA, e os sitios selecionados positivamente feitos por analise de Bayes Empirical Bayes para linhagem
foreground (w>1).” P<1, ™ P<0,05 x~ P<0,01 ™" P<0,001.° se a probabilidade for posterior a 95%, ¢ **se a
probabilidade for posterior a 99%.
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Genes MA x Mla | MA Sitios selecionados
restrito X | positivamente
MA

Tra2 21,38881° | 1,809956" -

(Tephritidae) )

Tra2 0 0 -

(Anastrepha)

Sex lethal | 40,4745 [ 8,532582" | 12°°; 74°°; 84°*; 88°*: 90°; 91°*; 92°°*;

(Tephritidae) 99°; 109°°

Vm26Aa 3,839252° | 0,525142" -

(Tephritidae)

Vm26Aa’ 2,884894" | 1,438876 -

(Anastrepha)

Vm26Aa e|0 0

Vm26Aa’ -

(Anastrepha)

Vm26Aa e |3,997508" | 0,574742"

Vm26Aa’

(alternativo para -

Vm26Aa de

Anastrepha)

Vm26Aa e|5,84035  [1,287932"

Vm26Aa’ -

(alternativo para

Vm26Aa’ de

Anastrepha)

Cpsl6 19,76072" | 3,091196 | 33%;37°; 60%; 67°; 70°; 80°; 85°;

(Tephritidae) " 114°

Cpsl6 8,269518" | 4,089256" -

(Anastrepha)

Cps38 31,58422"" | 8,669284" | 8%; 12°; 13°%; 18°; 21°; 48°%; 57°°; 59°

(Tephritidae) )

Cps38 5439934 | 4,759078 | 150°

(Anastrepha)

Tabela 6— Comparacdo por LRT ndo considerando os gaps, dos modelos evolutivos Mla x MA ¢ MA
restrito x MA, e os sitios selecionados positivamente feitos por analise de Bayes Empirical Bayes para

linhagem foreground (w>1). " P<I, " P<0,1, " P<0,01, P<0,001. * se a probabilidade for posterior a
95%, ¢ **se a probabilidade for posterior a 99%.
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A regido estudada do gene Sxl apresentou sele¢do positiva pela analise de LRT dos
modelos MA restrito e MA alternativo e pela anélise de BEB, que indica quais sitios possuem
maior probabilidade de estarem sob selegdo positiva. Como o género Anastrepha apresenta
muito pouca diferenciagdo em relagdo aos demais Tepritideos, evidenciada pelos ramos curtos
entre espécies desta familia para este gene, apenas a familia Tephritidae foi considerada como
foreground. Foram 12 os sitios que apresentaram estar sob selecdo positiva (Tab.5); por
apresentarem probabilidade superior a 95%, embora esta analise tenha sido feita considerando
os gaps dos alinhamentos. Quando estes ndo foram considerados, 9 sitios estavam sob sele¢ao
positiva (Tab.6). Nao existem ainda estudos que relatem selegdo positiva no gene Sxl, mas
alguns genes que pertencem a cascata sexual ja foram estudados como o Dsx, Tra e Tra2
(ALVAREZ et al. 2009; RUIZ et al. 2007; RUIZ et al. 2010) e cles tém se mostrado
conservados em Anastrepha. Entretanto apesar de ndo sabermos exatamente qual fungdo Sxl
desempenha em Tepritideos e outros Dipteros, é conhecido que ele ndo pertence a cascata
sexual (SIERA & CLINE 2008), de forma que ndo deixa de ser interessante que tenhamos
encontrado evidéncia de sele¢do positiva.

O outro gene da cascata estudado foi 0 Tra2, cujo resultado da analise foi igual
independentemente de considerarmos ou nao os gaps. Quando os tefritideos foram
considerados como foreground, nao detectamos selecdo positiva através da comparagdo dos
modelos MA restrito e MA alternativo. Também ndo encontramos forte selecdo purificadora
ao compararmos os modelos M1a com o modelo MA alternativo, entretanto quando o género
Anastrepha foi considerado como foreground, a comparagéo destes dois modelos indicou que
esta regido génica estudada parece estar sob forte pressdo de selecdo purificadora em
Anastrepha.

A andlise de LRT dos modelos MA restrito ¢ MA alternativo revelou que os genes
coridnicos estdo sob sele¢do positiva tanto para a analise em que consideramos os gaps,
quanto quando ndo os consideramos. Ao fazermos o branch-site test, detectamos que a sele¢ao
positiva foi encontrada no ramo foreground tanto para os Tepritideos quanto para o ramo das
Anastrepha. Para a Cps 16 encontramos 8 sitios que possuem probabilidade superior de 95%
de estarem sob selegdo positiva considerando Tepritideos como foreground enquanto quando
consideramos Anastrepha apenas um sitio alcangou probabilidade maior que 95%, isto
considerando-se gaps. Quando os gaps niao foram considerados, o nimero de sitios sob

sele¢do com probabilidade superior a 95 % continuou 0 mesmo para os Tepritideos , mas para
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Anastrepha ndo houve nenhum sitio sob selegdo positiva. Estes resultados indicam que
independente dos gaps os Tefritideos de maneira geral apresentam mais sinais de sitios sob
selegdo positiva em relagdo a Drosophila, do que quando consideramos apenas o género
Anastrepha. Isso ¢ de se esperar considerando que o ramo que separa Tephritidae de
Drosophilidae ¢ bem maior do que o ramo que separa Anastrepha de outros Tepritideos, e
como relatado anteriormente, o poder estatistico deste teste de selecdo ¢ diretamente
proporcional ao tempo evolutivo e numero de mudangas evolutivas entre os contrastes
realizados (KRYAZHIMSKIY & PLOTKIN 2008) e pode inclusive produzir resultados
espurios caso a andlise considere polimorfismos com sendo substituicdes fixadas entre
linhagens.

Na andlise de BEB para a Cps 38 os sitios sob sele¢do positiva quando os gaps nao
foram considerados foram 9, um a mais que a Cps 16, sendo que alguns deles possuiam
probabilidade de selecdo maior que 95% e outros maior que 99%, considerando tefritideos
como foreground. Quando as Anastrephas foram consideradas como foreground houve
apenas um sitio, o 187, com alta probabilidade de selecdo. Quando ndo consideramos os gaps
nas analises, os resultados também foram semelhantes, 8 sitios estavam sob selecdo para os
Tefritideos e apenas o sitio 150 para Anastrepha.

Encontramos resultados distintos do que vimos com os genes coridnicos quando
analisamos os genes vitelinicos. O gene Vm 26Aa ndo apresentou sinal de sele¢do positiva
para analise de LRT quando analisado separadamente e quando analisado em conjunto com o
Vm26 Aa” para ambos os testes (com ¢ sem gaps). Entretanto quando analisamos o modelo
Mla com o modelo MA alternativo notamos que este gene também ndo esta sob forte pressao
de selecdo purificadora.

Na atual investigacdo desta biblioteca ndo encontramos nenhum dos dois genes
vitelinicos, VM26Ac ¢ Vml, descritos para Drosophila (ALATORTSEV 2005). Entretanto,
encontramos um novo gene, o Vm 26Aa” que possivelmente foi gerado por uma duplicagdo
génica do Vm 26Aa na familia Tephritidae ou por uma duplicacdo exclusiva do género
Anastrepha. A distancia genética entre as duplicagcdes Vm26 Aa faz sugerir uma diferenciagdo
equivalente a encontrada entre D. willistoni e outras espécies de Drosophila (Fig. 13), que
possivelmente ocorreu ha cerca de 36,3 millhdes de anos (RUSSO et al. 1995). Assumindo
taxas evolutivas equivalentes para estas linhagens, isso indica que a duplicacdo de Vm26Aa
precedeu a diferenciagdo dos Tefritideos aqui estudados, contudo a selecdo positiva

encontrada em um destes genes duplicados pode ter modificado as taxas evolutivas apos a
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duplicagdo, de forma que tal questdo poderd apenas ser esclarecida pelo estudo de outras
espécies de Tepritideos.

Uma das importantes formas de se obter novos genes com novas fungdes ¢ através da
duplicagdo génica. Diversos estudos recentes tém indicado o papel importante da duplicagao
na produgio de variagdo genética (CIVETTA 2003, ANDRES et al. 2006, KELLEHER et al.
2007), papel este ainda reforcado em proteinas envolvidas na reproducao, como alguns
estudos que evidenciaram algumas proteases que adquiriram nova fungdo (KELLEHER et al.
2007) e o proprio gene da especiacdo Odysseus que também ¢é uma duplicagdo de um
retroposon que sofreu rapida diferenciagdo em espécies de Drosophila do grupo melanogaster
estando envolvido com o isolamento reprodutivo de D. simulans e D. mauritiana (TING et al.
2004). Entretanto para que uma duplicagdo tenha uma contribuicdo adaptativa ¢ necessario
que ocorram mutagdes adaptativas. Porém, mutagdes podem aperfeigoar uma funcio e
comprometer outras, este conflito adaptativo normalmente ¢ resolvido por uma duplicagao
génica seguida de subfungdes e selecao positiva (HITTINGER & CARROLL 2007). Tal
padrao ¢ facilitado em eventos de duplicagdo uma vez que estas novas mutagdes que
eventualmente ocorrem ndo comprometem o funcionamento normal da proteina original, de
forma que tais mutagdes t€m chance de nao serem deletérias, ¢ mesmo efetivamente neutras,
quando nao vantajosas.

Detectamos selecdo positiva no gene Vm26Aa’ quando fizemos sua andlise
separadamente com gaps, quando desconsideramos os gaps e quando fizemos a analise em
conjunto este sinal de selecdo foi perdido. Caso este sinal de sele¢do se confirme através de
analises mais detalhadas, diferente do que ocorreu com o Vm 26Aa, ¢ possivel que a proteina
produzida por esta suposta duplicagdo esteja exercendo uma nova fungao celular. A diferenga
encontrada entre analises com e sem gaps reflete limitagdes de testes de selecdo positiva
como estes que nao sao eficientes em lidar com indels e sua evolugao.

Os testes feitos para investigacdo de selecao no gene Tra2 além de nao apresentar selegao
positiva, revelou estar possivelmente sob selegdo purificadora. Ruiz et al. (2010) em seu
trabalho também com espécies do género Anastrepha, também encontrou selegio purificadora
quando analisou o Tra2 por todo o seu comprimento. Este tipo de selecdo pode estar
ocorrendo, ndo apenas por Tra2 ser um gene conservado da cascata sexual em insetos em
geral, como Drosophilidae e Tephritidae, mas também porque a regido aqui amplificada faz
parte de algumas regides que se mostraram altamente conservadas, possivelmente mantendo

algumas caracteristicas estruturais da proteina que sdo essenciais na sua fungao.
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Ambos os genes coridnicos demonstraram estar evoluindo de forma semelhante, com
sitios sob forte sele¢do positiva principalmente quando consideramos Tephritidae como
foreground. Este sinal de sele¢do positiva em genes coridnicos ja foi encontrado antes em
Drosophila JAGADEESHAN & SINGH 2007) com analises semelhantes a deste trabalho. A
selecdo positiva foi encontrada principalmente nas Cps 15 e Cps 16, mas também foi
encontrada nas Cps 38 e Cps 18, o tnico gene coridnico que nao apresentou selecdo positiva
foi a Cps36. Ainda neste mesmo trabalho, foi visto que os genes vitelinicos ndo apresentaram
selecdo positiva, assim como foi visto neste estudo. Entretanto quando consideramos os gaps
nas analises, encontramos selecao positiva para o Vm 26Aa’.

As proteinas vitelinicas localizam-se na camada vitelinica que ¢ a regido mais interna do
ovo, enquanto que as corionicas estdo localizadas em camadas superiores, no corion (PARKS
& SPRADLING 1987), de forma que € possivel que a selecdo positiva encontrada nas
proteinas corionicas reflita o fato de estarem mais em contato com o meio externo do ovo. Ou
seja, as proteinas corionicas podem estar relacionadas com a interagdo espécie-especifica de
ovulo e espermatozdide durante a fertilizacdo, uma vez que a proteina lisina presente no
esperma precisa criar um buraco no envoltério do ovo (SWANSON & VACQUIER 1998),
e/ou esta divergéncia indica que a evolucdao dos ovos foi influenciada principalmente por
fatores ecologicos, através da diversificagdo do comportamento da oviposi¢ao
(JAGADEESHAN & SINGH 2007).

Outro fator que explicaria estes sinais de selecdo positiva nas duas proteinas coridnicas
estudadas, ¢ que tanto a membrana vitelinica como a corionica sdo estabilizadas por Cross-
linking covalente, o que torna tanto as proteinas vitelinicas como as corionicas insoluveis. As
proteinas da membrana vitelinica Vm26Aa e Vm26Ab tornam-se completamente insoltiveis no
estagio 12, enquanto que as proteinas da membrana coridnica se mantém soluveis até o
estagio 14 (PASCUCCI et al, 1996), o que permitiria um tempo maior para ocorrer mais

alteracoes até elas se tornarem estaveis.
4.4- Estrutura secundaria das proteinas que apresentaram selecéo positiva.
No intuito de entender melhor os padrdes de selecdo encontrados para as proteinas

estudadas, utilizamos de softwares para inferir suas estruturas secundarias ressaltando nas

figuras abaixo os sitios que apresentaram selegdo positiva pela anélise de BEB.
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Fig.20- Estrutura secundaria inferida para o gene Chorion s16.
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Fig.21- Estrutura secundaria inferida para o gene Chorion s38.
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Fig.21 cont.- Estrutura secundaria inferida para o gene Chorion s38.
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Como demonstrado acima, os sitios que apresentaram selecdo positiva foram
praticamente os mesmos independente da analise, considerando ou nao os gaps. Porém os
sitios que apresentaram selegdo quando Tephritidae foi considerado como foreground nao
foram os mesmos quando o género Anastrepha foi considerado. Assim, para analise de BEB,
praticamente ndo houve diferenciacio entre os testes realizados, mas para o calculo de LRT a
diferenca entre os valores foi bastante significativa, sendo que quando os gaps foram
considerados havia uma tendéncia de um valor mais alto de LRT.

A Cps38 apresentou sitios com sinais de sele¢do positiva principalmente na regido de
Possible N-terminal signal peptide e na regido de Inside loop Central. A Cps36 quase ndo
possui regido de Outside loop, sendo que os sitios sob selegdo foram na regido de Inside loop
Central. Ja o Sxl a regido que mais apresentou sinais de sele¢ao positiva foi numa repetigdo de
glicinas em Outside loop.

A regido transmembrana, de Outside helix cap e de Inside helix cap manteve-se
conservada em ambos 0s genes coridnicos, assim como no Sxl, o que sugere uma maior
conservacdo na regido intermembrana. Interessantemente, o unico sitio com sinal de selecao
positiva em Vm26Aa’ foi justamente na regido de transmembrana, isto talvez possa ser uma
mutagdo que esteja levando a uma importante alteracao de funcao.

Nao sabemos ao certo onde as proteinas coridonicas aqui estudadas sao encontradas na
membrana corionica, mas estudos em Drosophila revelam que a Cpsl5 e a Cpsl6 estdo
localizadas na regido de micrdpila, onde entra o espermatozdide, e ambas as proteinas
corionicas interagem com as do esperma (JAGADEESHAN & SINGH 2007).
Interessantemente as regides que mais apresentaram selecao positiva foram as que os sitios
estavam presentes do lado externo da membrana. Isto da idéia de que possivelmente esta
selecdo positiva seja devido a interagdes évulo e espermatozoide durante a fertilizagdo, e/ ou
devido a fatores ecoldgicos, por estas proteinas estarem provavelmente expostas a um

ambiente externo (SWANSON & VACQUIER 1998, JAGADEESHAN & SINGH 2007).

4.5- Avaliacdo da utilidade dos genes estudados como marcadores de identificacdo de

diferentes espécies no grupo fraterculus.

Uma vez que identificamos sinais de selecdo positiva em alguns dos genes aqui
estudados, investigamos qual a sua capacidade em diferenciar espécimes pertencentes a

diferentes espécies no grupo fraterculus. Para isto, sequenciamos 10 copias de cada gene
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derivados das espécies A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula. Estas sequéncias foram
utilizadas para a criagdo de arvores de hapldtipos que permitem-nos avaliar ndo apenas o grau
de variabilidade encontrado nestas regides, como também o quanto desta variabilidade ¢ intra
ou interespecifica. A segregacdo da variabilidade para cada um dos genes estd representada

nas figuras abaixo (Figs. 24-29), criadas no programa TCS v. 1.21 (POSADA et al. 2001).
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Fig.24 — Rede de haplotipos de sequéncias de Anastrepha fraterculus (fratN), A.
obligua (obliN) e A. sororcula (sorN) para o gene Vm 26Aa estimada por parcimoénia
estatistica. Numero em cada ramo indica sitio modificado entre haplétipos representados por
elipses.
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Fig.25 — Rede de haplotipos de sequéncias de Anastrepha fraterculus (fratN), A.
obliqua (obliN) e A. sororcula (sorN) para o gene Vm 26Aa’ estimada por parcimodnia
estatistica. Numero em cada ramo indica sitio modificado entre haplotipos representados por
elipses.
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Fig.26 — Rede de haplotipos de sequéncias de Anastrepha fraterculus (fratN), A.

obliqua (obliN) e A. sororcula (sorN) para o gene Cps38 estimada por parcimdnia estatistica.
Numero em cada ramo indica sitio modificado entre haplotipos representados por elipses.
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Fig.27 — Rede de haplotipos de sequéncias de Anastrepha fraterculus (fratN), A.
obliqua (obliN) e A. sororcula (sorN) para o gene Cpsl6 estimada por parcimdnia estatistica.
Numero em cada ramo indica sitio modificado entre haplotipos representados por elipses.
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Fig.28 — Rede de haplotipos de sequéncias de Anastrepha fraterculus (fratN), A.
obliqua (obliN) e A. sororcula (sorN) para o gene Sx| estimada por parcimonia estatistica.
Numero em cada ramo indica sitio modificado entre haplotipos representados por elipses.
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Fig.29 — Rede de haplotipos de sequéncias de Anastrepha fraterculus (fratN), A.
obliqua (obliN) e A. sororcula (sorN) para o gene Tra2 estimada por parcimonia estatistica.
Numero em cada ramo indica sitio modificado entre haplotipos representados por elipses.
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A andlise das sequéncias obtidas para cada espécie em geral indicou existéncia de
significante variacao intraespecifica nos genes estudados. Encontramos uma associagao em
alguns casos entre o nivel de variagdo intra e interespecifica e a deteccdo de selecdo positiva
em estudos de dN/dS. Embora a dindmica populacional de polimorfismos intraspecificos seja
distinta da dinamica de mutacdes fixadas, ambas respondem as mesmas pressoes de selecio.
As principais diferencas na resposta a selecdo dizem respeito a extensdao da duragdo da
selecdo e ao efeito estocastico do processo evolutivo (KRYAZHIMSKIY & PLOTKIN 2008).
Em func¢do de tal estocasticidade, apenas um tempo evolutivo grande permitiria graus de
liberdade grandes o suficiente para que pudessemos detectar evidéncias de sele¢do positiva.
Por este motivo, estes testes devem ser normalmente realizados apenas entre espécies que se
diferenciaram h4 bastante tempo, como os contrastes realizados no item 4.3. Contudo, a
detec¢do de selecdo positiva em dados populacionais ¢ mais complexa e apesar de existirem
alguns testes sugeridos ndo existe ainda uma metodologia comprovada que permita
diferenciar processos populacionais dos processos seletivos subjacentes (SOBRINHO & DE
BRITO subm.). Como os dados intraespecificos aqui obtidos para cada gene ndo nos
permitem avaliar pardmetros filogeograficos, por ser uma amostra agrupada de diversas
regides do Brasil, utilizamos os dados de variagdo populacional, apenas para a identificacao
eventual dos processos de segregacao de polimorfismo ancestral.

Entretanto, estas redes de hapldtipos foram feitas apenas com as regides codificadoras
dos genes aqui estudados, de forma que foram eliminadas as regides 5’ e os introns
eventualmente presentes. Esta estratégia se justifica uma vez que estamos interessados no
processo evolutivo do gene, mas um contraste com a variagdo neutra poderia ser interessante
para revelar melhor os padrdes evolutivos nesta regido.

Uma analise global das sequéncias obtidas ndo revelou marcadores especificos para
diferentes espécies de Anastrepha embora tenha revelado padroes interessantes de variagdo
que devem ser destacados em particular. Para esta andlise, ¢ relevante considerar que o padrao
normalmente esperado em regides que estdo evoluindo neutramente de acordo com a
coalescéncia, ¢ que mutacdes mais antigas tendem a estar presentes em mais copias na
populacdo, e consequentemente mais internas na rede de haplotipos, enquanto mutagdes mais
novas tendem a estar mais no extremo da rede (CASTELLOE & TEMPLETON 1994). Isto
estabelece um contraste entre mutacdes internas e de ponta utlizadas na genética de

populacdes que indica algo sobre a dinamica evolutiva.
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Embora o gene Vm 26Aa nao tenha revelado sinais de selecdo positiva, observamos
que uma parte significativa da variacdo presente internamente na arvore de haplotipos
promove alteragdes de aminoacidos. Na verdade, 5 das 14 mutacdes que promovem alteracao
de aminoacidos sdo internas e quatro destas estdo localizadas no ramo principal que distingue
basicamente trés grupos de haploétipos distintos. Estes trés grupos nido nos permitem
diferenciar as trés espécies, embora haja certo agrupamento de forma que hapldtipos proximos
tendam a ser da mesma espécie.

A andlise de Vm26Aa’ embora revele topologia similar a de Vm26Aa, indica um
padrdo distinto de relagdo entre as espécies. Esta regido apresentou uma quantidade bem
maior de substitui¢gdes ndo-sindnimas do que Vm 26Aa, uma vez que esta molécula, embora
aproximadamente tenha o mesmo tamanho daquela, apresenta 31 substituicdes ndo-sindnimas.
Contudo, o padrao mutacional foi mais disperso na arvore, e ndo tdo concentrado em
mudangas no interior da rede de haplétipos, em oposicdo a mudancgas na ponta da arvore. Por
outro lado, vemos que dos trés grupos claramente definidos, um ¢ composto de espécies de A.
fraterculus, o outro de A. obliqua e um terceiro que apresenta tanto uma mescla de ambas
quanto um ramo mais comprido que apresenta grande parte das A. sororcula. Apesar destes
grupos apresentarem apenas espécimes destas espécies, isso ndo significa que tais grupos
abranjam todas os espécimes para cada uma destas espécies, embora encontremos uma
segregacdo maior do que a encontrada em Vm 26Aa.

O padrio encontrado para Cps38 ¢ distinto dos anteriores, uma vez que nao
observamos agrupamentos organizados entre haplotipos distintos, mas sim uma quantidade
razoavel de haplotipos bastante distintos entre si, ou seja, separados por ramos longos. Ha
inclusive alguns destes ramos que violam os limites da parcimoénia (isto €, apresentam um
nimero tdo grande de mudancas que ha probabilidade razoavel de haver homoplasia neste
ramo), como ¢ o caso da conex@o de obl21 e obl18 com o resto da rede, o que indica grande
variacdo entre haplotipos existentes. Este padrao também costuma ser encontrado quando ha
recombinagdes entre as moléculas investigadas, o que viola uma premissa essencial da
inferéncia filogenética. Apesar de testes de recombinagdo realizados no software RDP nao
terem detectado evidéncias significativas de recombinacdo (dados ndo apresentados), estes
testes ndo sao muito eficazes quando ha pouca diferenciacdao entre moléculas recombinantes e
pode ndo detectar tais recombina¢des. Contudo, uma observacdo mais detalhada nos revela
que boa parte da variacdo encontrada esta diferenciada entre as espécies. O lado direito da

rede de haplotipos é completamente constituido A. fraterculus enquando o lado esquerdo
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possui basicamente A. obliqua e A. sororcula. Embora existam no meio ainda uma pouca
diferenciagdo entre estas espécies, no geral o padrdo entre elas estd mais definido. Apesar
desta definicdo, boa parte das mutacdes que separa tais ramos ¢ sindnima. Apesar disto, existe
grande quantidade de variagdo ndo-sindnima, uma vez que 42 das 92 substitui¢des levam a
alteragdo de aminoacidos, ¢ 21 destas encontra-se em ramos internos da rede. Além disso,
verificamos neste gene uma grande variagdo em indels, de forma que existem quatro posigdes
distintas na proteina em que ha diferencas, inser¢des/delecdes de aminodcidos, em geral de
mais de um ao mesmo tempo. Por exemplo, em duas posi¢des ha haplotipos que diferem de 3
aminoacidos entre si, ¢ existe ainda uma outra regido em que os haploétipos diferem de 6 ou
mais aminoacidos. Estas mudangas ocorrem principalmente em uma regiao rica em glicina na
qual foram encontrados sitios com evidéncias de selecdo positiva (Fig. 22), o que pode
também refletir a existéncia de um padrdo distinto de variagdo nesta regido.
Interessantemente, a regido que apresentou maior propor¢ao de mutagdes ndo-sindnimas nas
analises populacionais foi entre as posi¢gdes 40 e 60, outra regido rica em glicina proxima ao
inicio da proteina.

O gene Cpsl6 apresentou indicios de selegdo positiva no PAML, particularmente entre
as posicdes 51 e 105. Uma avaliacdo da rede haplotipica produzida para este gene (Fig. 27)
revela que embora haja variagdo genética intra e interespecifica, o padrao da rede de
haplotipos ¢ similar ao encontrado para Cps38, em que ndo hd o claro agrupamento de
haplotipos em grupos menores. Encontramos apenas do lado esquerdo da rede um
agrupamento que contém praticamente todos os haplétipos de A. sororcula (apenas um néo
esta neste grupo), separada por trés substituicdes, sendo duas ndo-sindnimas que estdo
proximas e localizadas logo apos o inicio do loop externo, enquanto os outros agrupamentos
contém haplétipos das duas outras espécies. 17 das 26 mutagdes ndo sindonimas observadas na
analise populacional, encontra-se nesta regido proxima ao inicio da proteina (até o aminoacido
na posicao 50), o que destoa da regido na qual foi detectada selecdo positiva revelada
anteriormente (Fig. 19).

Os resultados de Sxl e Tra2 foram considerados conjuntamente por terem apresentado
padroes similares. Em ambos foi encontrada uma baixa quantidade variagao haplotipica o que
reflete em redes em que os haplétipos estdo separados por um nimero menor de passos
evolutivos. Da mesma forma que outros genes, ndo hd uma distingdo dos hapldtipos
encontrados em espécies distintas, mas aqui, possivelmente em fun¢do da menor variabilidade

genética, encontramos poucos agrupamentos € em nenhum destes ha indicagdes de um certo
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alinhamento ao padrdo especifico. Enquanto Sx| apresentou 10 substituigdes ndo-sinénimas,
sendo apenas uma compartilhada por mais de um haplétipo, o Tra2 apresentou apenas 10
substitui¢des ndo-sindnimas e destas apenas trés compartilhadas. Estes valores destoam dos
encontrados nos outros genes aqui estudados e revelam maior conservacgdo nas substitui¢cdes
encontradas. A baixa variagdo do Sx| pode refletir a selecdo positiva detectada no item 4.3, e
pode indicar que esta selecdo ocorreu recentemente de forma que ndo houve tempo para
recuperagdo da variagcdo genética desta regido.

A analise conjunta dos genes aqui estudados sugere que os aminoacidos que estdo sob
acdo da selegdo positiva no contraste entre Tephritidae de Drosophilidae nao sdo
normalmente o0s mesmos que apresentam maior variagdo ndo silente intra e
interespecificamente. Em algumas situacdes as regides protéicas estdo proximas, como em
Cps38, mas em outros, como Cpsl6 e Sxl, regioes distintas estdo associadas, o que pode
indicar que sejam de fato processos distintos que estiveram envolvidos no processo global de
diferenciagdo destas distantes linhagens evolutivas e na diferenciacdo de espécies de
Anastrepha. Por outro lado, pode ser também que a sele¢do positiva identificada no item 4.3
tenha eliminado a variacdo genética nestes sitios, enquanto que a variagdo ainda segregante
nos outros sitios, ndo nos permita inferir um processo seletivo pela auséncia ainda da fixacao
de tais polimorfismos.

Os resultados das andlises populacionais destes genes indicam que, no geral, ndo ha
separacdo entre as espécies de forma a nos permitir ter marcadores especificos de espécies
definitivos. Entretanto ha em diversas situagdes, uma clara separagdo entre alguns dos
haplotipos de uma espécie, de forma a sugerir alguma segregacdo dos polimorfismos
ancestrais. Estes dados sdo mais evidentes em genes que apresentaram uma taxa evolutiva
maior e ainda mais com sinais de sele¢do positiva, do que em outros genes. Isto pode ser
evidéncia de que estes genes estejam de fato envolvidos no processo de diferenciagdo. Se for
este o caso, como explicar que eles nao sejam de fato especificos para a espécie? Uma
limitacdo de nossas andlises diz respeito a localizagdo geografica dos espécimes coletados de
cada espécie. Como fizemos um pool para cada espécie, com espécimes de localidades
distintas, ndo hd como buscar uma associagdo entre localidades especificas e certos
agrupamentos aqui encontrados. Considerando que ao menos para A. fraterculus ha
evidéncias de espécies cripticas e que a determinacdo de espécies neste grupo € sempre um

processo ndo trivial, pode ser que uma parcela da diferenciagdo encontrada reflita de fato
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segregagdes encontradas na natureza. Apenas um estudo mais aprofundado com coletas
adequadas e analises filogeograficas nos permitiria investigar de fato esta hipotese.

Por outro lado, consideramos mais provavel que estes genes ndo estejam diretamente
envolvidos no processo de diferenciacdo, mas sim, por terem uma taxa evolutiva maior,
melhor representem o rapido processo evolutivo de diferenciagdo das moscas deste grupo.
Desta forma, ndo esperamos uma congruéncia total entre os grupos formados pela analise aqui
realizada e as espécies, mas uma associac¢do geral, como a que foi encontrada. Uma analise de
coalescéncia realizada com diversos genes pode muito mais eficientemente permitir a
identificacdo de linhagens evolutivas e mesmo testar a existéncia de tais linhagens com a
existéncia de polimorfismos ancestrais (CARSTENS & KNOWLES 2007, KUBATKO et al.
2009). Como tais estudos se beneficiam de um nimero maior de genes para sua melhor
resolucdo estamos considerando em outra publicagdo cerca de 20 genes distintos para tal
analise (Fernanda Fernandes, Vanessa R Gongalves, Iderval da Silva Sobrinho, Reinaldo

Alves de Brito, dados nao publicados).
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4- Conclusoes

Através do seqlienciamento dos clones obtidos na biblioteca de cDNA de
Anastrepha obliqua foi possivel identificar um grande niimero de diferentes proteinas. Assim,
o screening desta biblioteca ainda indica uma baixa saturagdo, com poucos contigs que foram
mais representados. Entretanto, os resultados obtidos foram de grande importancia para a
identificacao de novos genes, além de suas fungdes e processos bioldgicos envolvidos, tais
como: determinagdo do sexo, diferenciacdo sexual, reproducdo e muitos dos ESTs
encontrados ainda ndo sdo conhecidos.

Desta biblioteca, focamos em estudar genes que estivessem ligados a ao processo de
reproducao e diferenciagdo sexual, de forma que buscamos estudar com mais detalhes alguns
genes coridnicos, vitelinicos, o gene Sxl ¢ Tra2. Destes, os dois genes coridnicos e o Sxl
revelaram estar sob selecdo positiva de acordo com o LRT e também com a anélise de BEB
foi possivel identificar varios sitios sob selecdo. Dos dois genes vitelinicos apenas o
Vm26Aa’, demonstrou sinal de selecdo positiva, este sinal possivelmente reflexo de uma
duplicacdo recente que pode ter ocorrido e levado a uma nova fungdo génica. O Sxl foi outro
gene que assim como os coridnicos demonstrou estar sob selecdo positiva. J4 o Tra2, embora
também envolvido na diferenciacdo sexual, revelou estar sob sele¢do purificadora,
possivelmente reflexo do papel central deste gene na cascata sexual.

As estruturas secunddarias das proteinas inferidas revelaram que, de maneira geral, as
regides que mais sujeitas a selecdo positiva estavam presentes do lado externo da membrana
corionica mantendo a possibilidade de que tal sele¢ao seja reflexo de interagdes entre 6vulo e
espermatozdide durante a fertilizagdo, e/ ou devido a fatores ecologicos, por estas proteinas
estarem provavelmente expostas a um ambiente (quase) externo.

As analises populacionais dos genes corionicos, vitelinicos, SxI e Tra2 ndo revelaram
marcadores especificos para a espécie, ou seja, embora a variagdo nestes genes em algumas
situacdes ter conseguido separar conjuntos de haplotipos que estavam preferencialmente em
uma espécie, ndo houve nenhum marcador que fosse determinante para a identificagao de uma
espécie. Como fizemos um pool para cada espécie, com espécimes de localidades distintas,
ndo foi possivel identificar se estes agrupamentos observados seguem algum padrao

filogeografico especifico, o que deve ser buscado futuramente.
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Finalmente, os genes aqui estudados fornecem importantes informagdes sobre estudos
de especiacao neste grupo. O fato de termos identificado genes sob sele¢ao positiva, com
taxas evolutivas mais altas, permitiu uma observacao mais detalhada do processo evolutivo
nestas espécies e confirmou a recente divergéncia deste grupo de moscas. Embora neste
estudo tenhamos conseguido identificar diversos sitios sob sele¢do positiva, tais analises
filogeograficas, assim como uma melhor elucidacao das estruturas secundarias e terciarias
das proteinas dos genes estudados, serdo necessarios para melhor entendermos as forcas
envolvidas na sele¢do que esta possivelmente ocorrendo, para que possamos avaliar se alguns
dos genes aqui identificados sob sele¢do positiva estdo direta, ou indiretamente envolvidos no

processo de especiacao deste grupo de moscas.
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ANEXO A- Modelos Evolutivos

Modelo Parametros LnL
MIla (modelo nulo) o= 0,054; m; = 1,000 -1950,671956
po=0,622; p=0,378
MA restrito (modelo nulo para | ®¢= 0.044 ; w,= 1,000 -1942,337195
os Tephritidae) po=0,427; p1=0.258;
(p2a+p2b)_ 0,3144
MA restrito (modelo nulo para | ®¢ = 0,044; w, = 1,000 -1946,537197
as Anastrepha) po=0,552; p;=0,327;
(p2a+p2b)_ 0,124
MA (modelo alternativo para o= 0,049; w,= 4,743 -1940,791597
os Tephritidae) po= 0,446; p;=0,262;
(p2atp2n) = 0,292
MA (modelo alternativo para | wo= 0,043; w>= 999,000 -1948,581825
as Anastrepha) po=0,584; p;=0,343;
(P2atpan) = 0,072

Tabela A.1 - Modelos evolutivos para o gene Cps 16 ndo considerando os gaps. LnL = logaritmo da
maxima verossimilhanca; w,= valores de dN/dS de 0 < ® < 1; @;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS
para sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

Modelo Parametros LnL
MIla (modelo nulo) o= 0,055; m; = 1,000 -2269,680752
po=0,573; p;=0,427
MA restrito (modelo nulo para | wy= 0,046; w,= 1,000 -2260,843252
os Tephritidae) po- 0,382; p;=0,278;
(p2atp2n)= 0,339
MA restrito (modelo nulo para | @y = 0,042; w, = 1,000 -2266,941533
as Anastrepha) po=0,482; p=0,339;
(p2atpan)=0,17821
MA (modelo alternativo para o= 0,051; m,= 5,668 -2259,137702
os Tephritidae) po=0,398; p;=0,279;
(p2atp2n) = 0,323
MA (modelo alternativo para | o = 0,044; w, =26,300 -2265,578253
as Anastrepha) po=0.531; p;=0.376;
(p2atp2p)= 0,093

Tabela A.2- Modelos evolutivos para o gene Cpsl6 considerando os gaps. LnL = logaritmo da maxima
verossimilhanca; wy= valores de dN/dS de 0 < ® < 1; ;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS para
sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.
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Modelo

Parametros

LnL

MIla (modelo nulo)

o= 0,034; ;= 1,000
p o= 0,946; p 1= 0,054

-1547,030898

MA restrito (modelo nulo para
os Tephritidae)

wo= 0,025 ; m,= 1,000
po=0,771; pi=0,029;
(p2atp2b)= 0,20031

-1528,819230

MA (modelo alternativo para
os Tephritidae)

o= 0,030; = 142,098
po=0,746; p;=0,017;
(p2atpav) = 0,23648

-1523,405451

Tabela A.3- Modelos evolutivos para o gene Sex lethal considerando os gaps. LnL = logaritmo da maxima
verossimilhanga; wy= valores de dN/dS de 0 < o < 1; o= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS para

sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

Modelo

Parametros

LnL

Mla (modelo nulo)

@o=0,033; ®; = 1,000
po= 0,949; p;= 0,051

-1437,890372

MA restrito (modelo nulo para
os Tephritidae)

®o= 0,026 ; w,= 1,000
Po= 0,777, pPi= 0,032;
(p2a+p2b) 0,189

-1421,919415

MA (modelo alternativo para
os Tephritidae)

oo= 0,030; m,= 128,153
po=0,762; p;=0,024;
(p2atp2n) = 0,214

-1417,653124

Tabela A.4- Modelos evolutivos para o gene Sex lethal ndo considerando os gaps. LnL =

logaritmo da

maxima verossimilhang¢a; w,= valores de dN/dS de 0 < @ < 1; w;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS

para sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

Modelo

Parametros

LnL

Mla (modelo nulo)

@o=0,076; 1 = 1,000
po= 0,934; p;= 0,066

-1213,514210

MA restrito (modelo nulo para
os Tephritidae)

o= 0,052; w,=1,000
po-0,587; pi=0,046;
(p2a+p2b) 0,366

-1203,423224

MA restrito (modelo nulo para
as Anastrepha)

wo = 0,076; @2 = 1,000
po=0,934; p;=0,066;
(P2atPan)= 0,000

-1213,514210

MA (modelo alternativo para
os Tephritidae)

o= 0,057; ®,=999.000
po=0,579; pi=0,044;
(p2atpab) = 0,37727

-1202,475546

MA (modelo alternativo para
as Anastrepha)

wo = 0,076; m, =1,000
po=0,934; pi=0,066;
(p2a+p2b) 0,000

-1213,514210

Tabela A.5- Modelos evolutivos para o gene Tra2 considerando os gaps. LnL =

logaritmo da maxima

verossimilhanga; wy= valores de dN/dS de 0 < o < 1; o= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS para

sitios @ >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.
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Modelo Parametros LnL
M1la (modelo nulo) o= 0,075; ;= 1,000 -1134,297731
po=0,936; p;= 0,064
MA restrito (modelo nulo para | @¢= 0,052; w,= 1,000 -1124,508306
os Tephritidae) po-0,598; p;=0,047;
(p2atpan)= 0,356
MA restrito (modelo nulo para | @y = 0,075; w, = 1,000 -1134,297731
as Anastrepha) Po0 0,936; p1=0,064;
(paspas)= 0,000
MA (modelo alternativo para | wo= 0,057; w>=999.000 -1123,603328
os Tephritidae) po=0,589; p;=0,044;
(P2atpan) = 0,367
MA (modelo alternativo para o = 0,075; m, = 1,000 -1134,297731
as Anastrepha) po=0,936; p;=0,064;
(p2atp2p)= 0,000

Tabela A.6- Modelos evolutivos para o gene Tra2 ndo considerando os gaps. LnL = logaritmo da maxima
verossimilhanga; wy= valores de dN/dS de 0 < ® < 1; ;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS para
sitios m >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

Modelo Parametros
MIla (modelo nulo) o= 0.090; m; = 1,000 -1276,682843
Po= 0 727 pP1= 0 273
MA restrito (modelo nulo para | wy= 0,076; w,= 1,000 -1275,309477
os Tephritidae) p o= 0,634; p1=0,232;
(p2atp2v)=0,13431
MA (modelo alternativo para | ®¢= 0,077; @2= 999,00000 -1275,041186
os Tephritidae) po=0,629; p;=0,224;
(P2atpan) = 0,148

Tabela A.7- modelos evolutivos para o gene Vm 26Aa considerando os gaps. LnL = logaritmo da méaxima
verossimilhanga; wy= valores de dN/dS de 0 < o < 1; @;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS para
sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

MIla (modelo nulo) o= 0,078; m;= 1,000 -964,372374
po=0,756; p;=0,244
MA restrito (modelo nulo para | m¢= 0,062; w,= 1,000 -962,715319
os Tephritidae) po=0,634; p;=0,196;
(p2atpan)= 0,169
MA (modelo alternativo para | we= 0.063; w>= 999,000 -962,452748
os Tephritidae) po= 0,633; p1=0,191;
(p2a+p2b) 0 176

Tabela A.8- Modelos evolutivos para o gene Vm 26Aa ndo considerando os gaps. LnL = logaritmo da
maxima verossimilhanca; wy,= valores de dN/dS de 0 < o < 1; m;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS
para sitios @ >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.
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MIla (modelo nulo) o= 0,080; m; = 1,000 -1409,441859
po—0715 pPi= 0,285
MA restrito (modelo nulo para | ®w0,077; = 1,000 -1407,398623

os Tephritidae)

po=0,641; p;=0,194;
(p2a+p2b) 0,16447

MA (modelo alternativo para
os Tephritidae)

wo= 0,081; = 999,00000
po= 0,623; pi= 0,170;
(P2atpas) = 0,20716

-1405,181967

Tabela A.9- Modelos evolutivos para o gene Vm 26Aa” considerando os gaps. LnL =

logaritmo da maxima

verossimilhanca; wy= valores de dN/dS de 0 < ® < 1; ;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS para

sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

MIla (modelo nulo)

wo= 0,080; ®; = 1,000
pe=0,820; p;= 0,180

-1065,746426

MA restrito (modelo nulo para
os Tephritidae)

wo= 0,076; m,= 1,000
po=0,765; pi=0,1479;
(p2atp2b)= 0,087

-1065,023417

MA (modelo alternativo para
os Tephritidae)

o= 0,077; = 999,000
Po= 0,751; pPi= 0,138;
(p2atp2v) = 0,11109

-1064,303979

Tabela A.10- Modelos evolutivos para o gene Vm 26Aa” ndo considerando os gaps. LnL =

logaritmo da

maxima verossimilhanca; wy= valores de dN/dS de 0 < o < 1; m;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS

para sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

Modelo

Parametros

LnL

MIla (modelo nulo)

wo=0,110; w; = 1,000
po=0,648; pi= 0,353

-1621,408833

MA restrito (modelo nulo para
as Anastrepha)

o= 0,110; w>= 1,000
po-0.62368; pi=0.33934;
(p2atp2b)= 0,03698

-1621.408835

MA restrito (modelo nulo para | @y = 0,095; m> = 1,000 -1619.929681
o gene Vm26Aa de po=10,383; p;=0,200;

Anastrepha) (P2atp2v)= 0,416

MA restrito (modelo nulo para | @y = 0,093; ®, = 1,000 -1619,532064

o gene Vm26Aa’ de
Anastrepha)

po=10,462; p;=0,204;
(p2a+p2b) 0,334

MA (modelo alternativo para
as Anastrepha)

wo= 0,110; w,=1,000
po= 0,595; p1=0,324;
(p2atpav) = 0,082

-1621,408836

MA (modelo alternativo para o= 0,101; @,= 4,559 -1619,770602
o gene Vm26Aa de po=0,564; p;=0,265;

Anastrepha) (p2atpay) = 0,171

MA (modelo alternativo para | we=0,109; w,= 7,537 -1618,243570

o gene Vm26Aa’ de
Anastrepha)

po= 0,583; p1=0,210;
(p2atp2pn) = 0,207
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Tabela A.11- Modelos evolutivos para o gene Vm 26Aa junto com Vm 26Aa” considerando os gaps. LnL =
logaritmo da maxima verossimilhanca; wy= valores de dN/dS de 0 < ® < 1; o= dN/dS fixado a 1; w,=

valores de dN/dS para sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

Modelo

Parametros

LnL

Mla (modelo nulo)

o= 0,106; ;= 1,000
p0—0768 pPi= 0,232

-1081,389292

MA restrito (modelo nulo para
as Anastrepha)

o= 0,107; w,= 1,000
Po= 0,764; pPi= 0,231;
(p2a+p2b) 0,004

-1081,389292

MA restrito (modelo nulo para
o gene Vm26Aa de
Anastrepha)

o = 0,090; ®, = 1,000
po=0,475; pi=0,138;
(P2atpas)= 0,386

-1079,677909

MA restrito (modelo nulo para
o gene Vm26Aa’ de
Anastrepha)

®o = 0,093; @, = 1,000
po=0,509; p;=0,134;
(P2atpap)= 0,358

-1079,113083

MA (modelo alternativo para
as Anastrepha)

o= 0,106; w,=1.000
po=0,658; pi=0,199;
(p2a+p2b) 0,144

-1081,389301

o gene Vm26Aa’ de
Anastrepha)

po=0,675; p1=0,169;
(p2atpav)= 0,156

MA (modelo alternativo para | ®o = 0,092; w, = 4,557 -1079,390538
o gene Vm26Aa de po=10,651; p;=0,176;

Anastrepha) (p2atpan)= 0,17331

MA (modelo alternativo para o = 0,094; o, = 5,492 -1078,469117

Tabela A.12- Modelos evolutivos para o gene Vm 26Aa junto com Vm 26Aa” ndo considerando os gaps.
LnL = logaritmo da méxima verossimilhanga; w,= valores de dN/dS de 0 < o < 1; w;= dN/dS fixado a 1;
,= valores de dN/dS para sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

Modelo
MIla (modelo nulo)

Parametros LnL

o= 0,089; ;= 1,000 -2616,154119
po=0,740; p;=0,260

MA restrito (modelo nulo para | ®e= 0,053; w,= 1,000

os Tephritidae) po-0,543; p;=0,177;
(p2atp2p)= 0,281

MA restrito (modelo nulo para | @y = 0,083; ®, = 1,000

as Anastrepha) po=0,715; pi=0,250;
(p2atp2n)= 0,035

o= 0.070; m,= 181,901
po=0,599; p;=0,154;
(p2atpaw) = 0,24715

o= 0,084; w, =998,92198
po=0,732; p;=0,235;
(p2atp2n)= 0,033

Tabela A.13- Modelos evolutivos para o gene Cps 38 ndo considerando os gaps. LnL = logaritmo da
maxima verossimilhan¢a; wy= valores de dN/dS de 0 < ® < 1; ®;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS
para sitios @ >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.

-2601,969691

-2615,226602

MA (modelo alternativo para -2593,622737

os Tephritidae)

MA (modelo alternativo para -2611,284234

as Anastrepha)
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Modelo

Parametros

LnL

Mla (modelo nulo)

(O 5l 0. 096 w1 =

1,000

Po= 0,772; pPi= 0,228

-2203,596636

MA restrito (modelo nulo para

o= 0,052; w,= 1,000

-2192,139169

os Tephritidae) po-0,552; pi=0,181;

(p2a+p2b) 0,26771
MA restrito (modelo nulo para | ®y = 0,093; w, = 1,000 -2203,256208
as Anastrepha) po = 0,760; p;=0,220;

(p2atp2b)= 0,020

MA (modelo alternativo para
os Tephritidae)

wo= 0,066; = 34,362
po=0,622; pi=0,173;
(P2atpav) = 0,206

-2187,804527

MA (modelo alternativo para
as Anastrepha)

0o = 0,093; m, = 998.98891

Po = 0,767, pPi=
(p2a+p2b) 0,017

0,216;

-2200,876669

Tabela A.14- Modelos evolutivos para o gene Cps 38 ndo considerando os gaps. LnL =

logaritmo da

maxima verossimilhanca; wy= valores de dN/dS de 0 < o < 1; w;= dN/dS fixado a 1; w,= valores de dN/dS

para sitios ® >1 que correspondem apenas a sitios do ramo foreground.



ANEXO B- Alinhamentos

0 0 1 1 2
5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I ATSAMAAPNSS-GSSASI1ITSSSAGGSVALANHETSEIDSGLSGQGGYGDLTRTLRIKS
D.grimshawi 7attgccacctccgctatggcagcacccaacagcf—fggcagctctgcttccatcaccagcagcagtgccggaggatctgttgccctggccaaccacgaatccgaaattgacggtctttccggccaaggctacggtgatttgacccgtctgcgtaaatc
FAAAALASZPTN - V A S A - T T QD G L E GV T G Q T R L R K
D.melanogaster ——gtggcttcggcc———accggctccactggc— —-tcctcggtgaccacccaggacggagagctggagggagtgaccggacagggattcggtgacctgacccgtctccgtaagtc
S ALATPT - - - - - - - - - -6S8SS8S--VS5s N Q - -6 QG Y G D T K
D.virilis -attgtggcctccgcactggccacgcccace jgcagcagctcg- gtttccattgccaaccaggaatccgaggctgag -ggccaaggctacggtgatctgaccecgtctgcgcaagge
M KSFVCVCFAII1TA-LAATALAT®PTNS-GGSAAITTSNTSGS--AAVAGNA Q S - - - - - 6Y GDLTRFR S
D.wilistoni atgaaatccttcgtgtgcgtgtgctttgccatcatcgct———cttgccgccaccgccttggccacacccaccaat———ggaggatctgctgccatcaccacctccaacactgga— ——gcagctgttgccggccaagaatccgaagctgag ——————————————— ggctatggtgatctgacccgcttccgcaagtc
M K F L 1T AAI FSVVLAGPASSSGSSASA- - - - R AAEQNVQGVHHO QNMMFDTILSRFRK S
A_fraterculus10 ATGAAATTCTTCGTTTAC 777777 ATTACTTTGATCGCCGCCATCTTCAGCGTTGTCTTGGCTGGCCCAGCTAGTAGTGGCAGTTCTGCGTCTGCC G " f‘ GGGCAGCCGAACAGAATGTACAAGGCGTTCACCACCAAAATATGTTCGATTTGAGCCGTTTCCGTAAATC
KFFVV——ITLIAAIFSVVLAGPVSSGSSASA————————DKEAAAEQIAQGVHYQNMFDLSRFRKS
A_sororculal0  ATGAAATTCTTCGTTTAC-- ~ATTACTTTGATCGCCGCCATCTTCAGCGTTGTCTTGGCTGGCCCAGTTAGCAGTGGCAGTTCTGCGTCTGCC GAAGCGGCAGCCGAACAGATTGCACAAGGCGTTCACTACCAAAATATGTTCGACTTGAGCCGTTTCCGTAAATC
KFF\/V——ITLIAAIFSV\/LAGPVSSGSSASA————————DKEAAAEQIAQGVHYQNMFDLSRFRKS
A.obliqua9 ATGAAATTCTTCGTTTAC----~--, ATCACTTTGATCGCCGCCATCTTCAGCGTTGTCTTGGCTGGCCCAGTTAGTAGTGGCAGTTCTGCGTCTGCC G, G, CAGCAGCCGAACAGAATGCACAAGGCGTTCACCACCAAAATTTGTTCGATTTGAGCCGTTTCCGTAAATC
2 2 3 4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 9 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AY G G- SSGG -6 G Ss 1 PAPPCPIKNYILFSCQPNLAPVPC Y P N Y G V
D.grimshawi cgcttatggcgge---agetetggegge---ggtggetetageattccagetectecatgecccaagaactacttgttcagetgecageccaacctggecceagttccaty atcccaactacggcgtge
ALY - $Ss$S 6 6GY GGSSI1I PAPPCPIKNYLFSCQPNLAPVPC AP N Y GV
D.melanogaster tgcctacggcgge---agetccggeggetatggeggetecageateccagetectecetgecccaagaactacctgttcagetgecageccaaccttgecececgtgecatgeage---getecageteccagetacggatcee---gecggegectactectececcggtggecacctacgtcegeccecaactacggegtge
ALY G - S S G GY G GSSVPAPPCPKNYLFSCQPNLAPVFPTCS AP APSYGS - AGAYSSPVASYVAPNYSG
D.virilis cgcctatggcggc———agctcgggcggctatggcggctccagcgtgccagctccaccttgccccaagaactatctgttcagctgccagcccaacctggcgccagtgccttgcagc gctccagctcccagctatggatcc———gccggcgcttactcctcgcccgtggccagctatgttgcccccaactatggcgtgc
Y G S I PAPPCPKNYLFSCQPNLAPVEP AP AP SY GSPAGAYSSUPVA Y I AP N Y
D.wilistoni cgcttacggtggcggcagctccggcggctatggtgcctccagcatcccagctccaccatgccccaagaactatctgttcagctgccagcctaatttggccccagttccatgcagc———gccccagctcccagctatggctctcccgccggtgcctactcctctccagtggcctcctacattgcccccaactacggtgtcc
AP LCPQNYULISCQPNLAPVACAPATP P s
A.fraterculus10 AGCTTATGGGGGT —————————————————— GGTGCCAGCAGCATTCCAGCACCGCTTTGCCCGCAGAACTACCTCATCAGCTGTCAACCCAACTTGGCACCAGTCGCTTGTGCTCCAGCTCCAGCACCAAGT
AAY GG~- - - - - - GASSIPAPLCPQNYLI SCQPNLAPVACAPS-P-PR - - - - - = = = = = = = = = = = - = - - - -
A.sororculal0  AGCTTATGGGGGT-------==—==—=———-| GGTGCCAGCAGCATTCCAGCACCGCTTTGCCCGCAGAACTACCTTATCAGCTGTCAACCCAACTTAGCACCAGTCGCTTGTGCTCCA---CCA---CCACGT:
AY GG - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ==
A.obliqua9 AGCTTATGGGGGT—=—=——=====—= === GGTGCCAGCAGCATTCCAGCACCGCTTTGCCCGCAGAACTACCTTATCAGCTGTCAACCCAACTTGGCACCAGTCGCTTGTGCTCCA--~-CCA---CCACGT:
0
4 4 5 5 6
0 1 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
P Q- -QQLYDAAYA APG QAYG GYQY
D.grimshawi cccag-----—- cagcagctctacgacgccgcttacgcccctcaggcttacggctaccaatattag
P Q HQQQL Y - Y VPQTYG
D.melanogaster cccagcaccagcagcagctgtacagcgccf—7tacgtgccccagacctatggctaccagtactaa
P QHQQSLYGGAYLPQ
D.virilis cccagcaccagcagtcgetctacggeggegectacctecctcaggectacggetaccaatac
P QHQOQQ I Y v Y
D.wilistoni cacagcatcagcaacagatctacggcgccgectacgtccecccagaccttcggetaccaatactaa
- - - - - - = = = = = = = = = =6 - -Y
A.fraterculusl0
A.sororculal0o
A.obliqua9

Figura A.1 Alinhamento do gene Vm26Aa utilizado para andlises de selecdo positiva realizadas no PAML.
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.melanogaster
.virilis
-wilistoni
.sororcula
-fraterculus

.obliqua

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 K F F V C - A T SAMAAPNSGSSASI1TTSSSAGGSVALANHESEIDGLSGQGGYGDULTHRTLR
atgaaattcttcgtgtgc-- C cctccgctatggcagcacccaacagcggcagctctgcttccatcaccagcagcagtgccggaggatctgttgccctggccaaccacgaatccgaaattgacggtctttccggccaaggctacggtgatttgacccgtctgcg
M K S F V C - A AAAALASPTN- -V S A - TG ST - - S VTTQDGETULESGVTSGQGFGGDULTRTLR
atgaaatccttcgtgtgc--------- ccgecgetetggettcgeccaccaac-—-—-——- gtggcttcggcc—7—accggctccactggc —————— tcctcggtgaccacccaggacggagagctggagggagtgaccggacagggattcggtgacctgacccgtctccg
MKFIVC---FALI - - -AIVASALATPT ---- - - - - -6S8S5S8Ss - -VS I ANO~ QE - Q G Y GDULTRTLR
atgaaattcattgtttgc-- -ttcgctctcatc—- -gccattgtggcctccgcactggccacgcccace: -gcagcagctcg— ——gtttccattgccaaccaggaatccgaggctgag—— ———ggccaaggctacggtgatctgacccgtctgcg
MKSFVC---FAI 1l - - - ALAATALATPTNG GG GS SAAITTSN - - A A G Q - - - - G DLTRFR
atgaaatccttcgtgtgc--------- tttgccatcatc--------- gctcttgccgccaccgccttggccacacccaccaatggaggatctgctgccatcaccacctccaacactgga —————— gcagctgttgccggccaagaatccgaagctgag ——————————————— ggctatggtgatctgacccgcttccg
M T AV I FGVALAAPAAKSA - - Q E S AQNLQA DL NRFR

ATGAAATCCTTCGTTTGCATTACTCTGTTCGCCGTCATCTTCGGCGTTGCATTAGCTGCCCCAGCCGCTAAAAGCGCT: TTGGACTCGGCCGCTCAGGAAGTCGAATCCGCACAAAACTTACAAGCAGTCTAC———GATTTAAACCGTTTCCG
M KSFVCI1TLFAVIFSVALAAPAAKSA----- - - - - - - - - - - -SDSAAQEVESAQNLI QAVY -DLSRTFHR
ATGAAATCCTTCGTTTGCATTACTCTGTTCGCCGTCATCTTCAGCGTTGCATTAGCTGCTCCAGCCGCTAAAAGCGCT- TCGGATTCGGCCGCTCAGGAAGTCGAATCCGCACAAAACTTACAAGCAGTCTAC--~-GATTTAAGCCGTTTCCG

- - - - - - - - - - - - - - - - S DSAA E V E S A N L AV Y -

Q Q Q DL SRFR
TCGGATTCGGCCGCTCAGGAAGTCGAATCCGCACAAAACTTACAAGCAGTCTAC--~-GATTTAAGCCGTTTCCG

M K S c 1 TLFAVIFSVALAAPAATKTGA
ATGAAATCCTTCGTTTGCATTACTCTGTTCGCCGTCATCTTCAGCGTTGCATTAGCTGCTCCAGCCGCTAAAGGCGCT:

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
K S AYGG-SSGG-G6G6GSSsS 1 PAPPCPKNYLFSCQPNLAPVPCSSPSSGYGS-AGAYSSPLA-YAYUPNYSG
taaatccgcttatggcgge---agetetggegge---ggtggctetageattccagetectcecatgecccaagaactacttgttcagetgccagecccaacctggecccagttecatgcagetctecatcttecggetacgggtet---gecggtgettactcttecgeccttggee---tatgcttatcccaactacggeyg
Yy 6 6 - S S GGY GG SSsS1 PAPPCPKNYLFSCQPNLAPVPCSAPAPSYG GS-AGAYSSPVATYVAPNYSGG
taagtctgcctacggcggc———agctccggcggctatggcggctccagcatcccagctcctccctgccccaagaactacctgttcagctgccagcccaaccttgcccccgtgccatgcagcgctccagctcccagctacggatcc———gccggcgcctactcctccccggtggccacctacgtcgcccccaactacggcg
- $SsS 6 G6YGGSSVPAPPCPIKNYLFSCQPNLAPVPCSAPAPSYG GS-AGAYSSPVASYVAPNYSG
caaggccgcctatggcggcf—7agctcgggcggctatggcggctccagcgtgccagctccaccttgccccaagaactatctgttcagctgccagcccaacctggcgccagtgccttgcagcgctccagctcccagctatggatccf—7gccggcgcttactcctcgcccgtggccagctatgttgcccccaactatggcg
K s A G GGSSGGY GASSIPAPPCPKNYLFSCQPNLAPVPCSAPAPSYSGSPAGAYSSPVASY 11 APNYSG
caagtccgcttacggtggcggcagctccggcggctatggtgcctccagcatcccagctccaccatgccccaagaactatctgttcagctgccagcctaatttggccccagttccatgcagcgccccagctcccagctatggctctcccgccggtgcctactcctctccagtggcctcctacattgcccccaactacggtg
Y - - - VRATYPAPACPIKNYLFSCQPNLAPVACASPSGZPVAA - - -Y S AP I P TY VA -
TAAATCGGCGTATGGTGGT ————————— GGTGCC———GTGCGCGCAACCTACCCAGCACCTGCTTGCCCCAAGAACTATCTCTTCAGCTGTCAACCTAACTTAGCTCCAGTCGCTTGTGCCTCACCAAGTGGTCCTGTTGCTGCT ———————————— TACTCAGCGCCCATCCCAACTTATGTCGCT —————————————
K s AYGG- - - GA-VRATYUZPAPATCF®P NYLFSCQPNLAPVACASPS-GPVAA-- - -Y P 1 PTY VA - - - -
TAAATCGGCGTATGGTGGT--—-——-—~ GGTGCC———GTGCGTGCAACCTACCCAGCACCTGCTTGCCCCAAGAACTATCTCTTCAGCTGTCAACCTAACTTGGCGCCAGTCGCTTGTGCCTCACCA———GGTCCAGTTGCTGCT ———————————— TACTCAGCGCCCATCCCAACTTATGTCGCT—
K s AYSG- - - GA-VRATYZPAPACPIKNYILFSCQPSLAPVACASZPSGSI GPVAA-YSAPIPTYVA- - - -
TAAATCGGCGTATAGTGGT—-—--———~ GGTGCC---GTGCGCGCAACCTACCCAGCACCTGCTTGCCCCAAGAACTATCTCTTCAGCTGTCAACCTAGCTTGGCGCCAGTCGCTTGTGCCTCACCAAGTGGTTCCATCGGTCCAGTTGCTGCT---TACTCTGCGCCCATCCCAACTTATGTCGCC-=—=—=======-=
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Figura A.2 Alinhamento do gene Vm26Aa’ utilizado para analises de sele¢do positiva realizadas no PAML.
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ttcgtgaatgtggtcaagcctccagcagagaaatacttcgtcaatgagaacaag———cagggctat
FVNVVKZPZPAETZKYFVNENK - Y
ttcgtcaatgtggtcaagcccccagcagagaagtactttgtcaacgagaacaag———cagggctac
F VNVV KPPAEIZKYFVNENK - Y
ttcgtcaatgtggtgaagcccccagcagagaagtacttcgtcaatgagaacaag———cagggttac
Y VN V V K P P E F Q A Y

tacgttaatgttgtcaagccaccagcagagaagtactttgttaacgagaagcaacaacaggcctat

N VV KPPAEZKYFVNEZ KU QQAAY
TATGTGAACGTTGTCAAACCACCAGCAGAAAAATATTTCGTTAACGAGAAGCAACAAGCTGCTTAT
Y VNV VKPP AEIKYFVNEI KU QQAAY
TATGTGAACGTTGTCAAACCACCAGCAGAAAAATATTTCGTTAACGAGAAGCAACAAGCTGCTTAT
Y V.NVVKZPPAEZKYFVNEK A A Y
TATGTGAACGTTGTCAAACCACCAGCAGAAAAATATTTCGTTAACGAGAAGCAACAAGCTGCTTAT

Figura A.3 Alinhamento do gene Cps16 utilizado para analises de sele¢ao positiva realizadas no PAML.
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Figura A.4 Alinhamento do gene Cps38 utilizado para analises de selecdo positiva realizadas no PAML.

D.wilistoni
D.melanogaster

D.grimshawi

D.virilis

C. capitata
A.fraterculus
A

.obliqua

A.sororcula

1

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
- - - - - - -6YGQN-HHHGHS-HQQGPHG GG G®PHG GG GP-HGGHHAGPHGS-GPQQG-QALZPAYASGADS SAAASA
——ggctatggtcagaac———catcatcacggacac———caccagcaaggcccacatggcggtccacatggcggtccc———catggtggtcaccatgccggtccccatggc———ggtccccaacaggga———caagctctgcccgcctatgcctccggtgccgatagcgctgctgccagcgc

- - - - - - - Y G Q G S Q S HGHGHGH G H G G HGHG G H G G P H P G P HDGGR A A Y A G ADSAAASA

——ggctacggacagggctcgcagtcccacggacacggccatggacacggtggccatggacacggacacagcggacacggacacggtggacacggtgctggaccccatggtcctggaccccatgacggtggccgtgctctgcccgcctacgcttcgggagctgattccgctgccgccagcgc
N 1 Q G s A D N S A

————————————————————— ggttacaagaac—————————tcatatggcagtggacag—————————ggacacagcgttctgaacaggcccggccc——————————cattgtgtc———ccctggtca——————tcagctcggcggtcgccaagctctgcccgcctatgcctctggtgccgataatgccgctgccagcg
- - - - - - -6YG6GQG - - SHGAGQGHS-GHHILNRPGPS---1VSsSGPQOQ - - G PGGQALPAYASGADNAAASA
————————————————————— ggttacggccagggc-— —tcccacggcgcetggacagggtcat---ggacaccacattctgaacaggcccggtcce---------attgtgtctggtcctcaacag- ——catggccccggtggccaggctctgcccgcctacgcctctggtgccgacaatgccgctgccagcgc
S SAYGNSGYG - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A G A G G S A G E A A
agcagcgcettatggcaatagcggttatggt: gctggtgctggagctggtggtaatgctggcagtgcagcaagtgctggcaacgccgaagctgc
- - - - - S GY G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A A N - - E A A
—-AATAGCGGTTACGGT: G PGCAGCTGGTGCCACTGGTGCTGCAAATAACGCGAAC —————— GCCGAAGCTGAAGCCGC

- - - - - NS GY G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -6AAGASGAANNANS--AEAEAA
——————————————— AATAGCGGTTACGGT GGCGCAGCTGGTGCCAGTGGTGCTGCAAATAACGCGAAC------GCCGAAGCTGAAGCCGC
- - - - - NS GY G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - S AAGASGAANNANS--AEAEAA
——————————————— AATAGCGGTTACGGT- GCAGCTGGTGCCAGTGGTGCTGCAAATAACGCGAAC------GCTGAAGCTGAAGCCGC
1 1
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

GYQLLQGGNHGLSALANIAGG GEHRESGHYS GGAQQYGGPGPVGQ - - - - = - = = = = = = = = = = = = - = - - - -

tggctaccaactcctccagggtggtaaccacggcctctctgecttagccaacattgeccggtggtgagcaccgtgagggtcactatggtggtgecccagcaatacggcggtcececggtecagttggec:
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-vir

.melanogaster

.grimshawi

s

capitata

-fraterculus
.obliqua

-sororcula

G Y QLLQ SGNQGLSALANTILIASG -
tggctatcagctgctccagagcggcaaccagggtctgtccgctcttgccaacatcgccggc——

L QG GNHGLSALANTILIASG -
ctggctaccagctgctccagggtggcaaccatggactctctgctctggccaacatcgccggf—
Y L Q G G N H L ANITAG -

‘tggctaccagctgctccagggtggcaaccatggtctctcecgetctggccaacattgeccgge-—
G Q LLQGSS -0QG LA 1A -

tggataccagctattacaaggtagc---caaggattagctgctttggccaatatcgccaat--

G YQLLQGS --61LSALANIAT -
TGGATACCAGCTGCTGCAGGGATCT~~~-~~ GGATTGTCTGCTTTGGCTAATATTGCTACT -~
G YQLLQGSS--61LSALANIAT -
TGGATACCAGCTGTTGCAGGGATCT—-—-~~ GGATTGTCTGCTTTGGCTAATATTGCTACT -~

Y Q L L G S --6LSALANIAT -
TGGATACCAGCTGTTGCAAGGATCT----~- GGATTGTCTGCTTTGGCTAATATTGCTACT -~

- EREGPYGPAPSHI QHYSAGPA- - - - - - - - - = = = = = = - - - - - - - - - -

- S
o

~

aggcggcaa---ctatgccgctcccgt:

G G

- ——gagcgtgaaggtaactatggtagccagagctacggtggtcacggccaatccggccccagc
Q ALY A Q G Y

----gagcgtgagggtccctatggtcccgctccaagccatcagcactatagcgccggtecagcec:
- R E G

- Y A AP S - - o o - oD h o f ool f e oo - e o e s

S G

S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

A QP GYNAGSSSQGSYAFPAAPRQ QY

————ggtggccaagatgcttatcatggtggtaatgccggtcagggtggttatgccgcgcoa———acagcacaacctggttataatgctggcagctcgtcacaaggcagctacgccttcccagcagctccacaatac———
Y E P Y

A G G G A G G Y S G G Y A - P S A S

AG! AATCCAAGCAGTTACGCCGCTGGTGGTGGTGCGCAAGGTGGATACAGCGGTGGTGGCTCCGCTCAGGGTGGCTATGCT———CCATCAGCTTCACAATACTAA
- S NP S S A A Q Y S G S A Q Y
GCAATCCAAGCAGTTACGCCGCTGGTGGTGGTGCGCAAGGTGGATACAGCGGTGGTGGCTCCGCTCGGGGTGGCTATGCT-~~CCATCAGCTTCACAATACTAA

Y A G G G G G G G R G GY A - P S A S

G G G A G GY S G G G S G GY A - P S AS

GCCGCTGGTGGTGGTGCCCAAGGTGGATACAGCGGTGGTGGCTCCGCTCAGGGTGGCTATGCT-~~CCATCAGCTTCACAATACTAA

Figura A.4Cont. Alinhamento do gene Cps38 utilizado para anélises de selecdo positiva realizadas no PAML.
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T 1 F G KY GMI1 V QKNI L K K P F

intron

Jatcaattggataccatattcggtaaatatggcatgattgtacagaagaatattctaagagacaaattgacgggcaaaccgcgtggcgttgcatttg
D QL DT I F K K

TGCTGTATTTCACATAAATTCTTATTCCAAATCTTTCATCGATCAATTGGATACCATATTTGGCAAATATGGCATGATTGTACAAAAGAATATTCTGAGGGACAAATTGACGGGCAAACCGCGTGGCGTTGCATTTG

L DT I F G Y G M I V K N I L R K L TG KPRGV AF

D Q K Q D
TGCTGTATTTCACATAAATTCTTATTCCAAATCTTTCATCGATCAATTGGATACCATATTTGGCAAATATGGCATGATTGTACAAAAGAATATTCTGAGGGACAAATTGACGGGCAAACCGCGAGGCGTTGCATTTG
D L

T 1 F G KY G M1V K N1 LRDJKULTGIKPRGV AF

Q
TGCTGTATTTCACATAAATTCTTATTCCAGATCTTTCATCGATCAATTGGATACCATATTTGGCAAATATGGCATGATTGTACAAAAGAATATTCTGAGGGACAAATTGACGGGCAAACCGCGTGGCGTTGCATTTG

7
0
Q E A

8 9
0 0
S AL NNV

\

p
tataacaaacgcgaggaggcacaggaggcaatctcggcgctgaacaatgtcatccccg
Q P

me Moo w
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G
g
G

3 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0

0 0 0] 0] 0] 0 0 0 0 0

G S QPLSVRLAETEHG GKAKAAHTFMTA QMGMG®P - - P
tggatcacagccgetgtcggtacgectggecgaggagcatggcaaggecaaggeggegeactttatgacgcagatgggeatgggaccg--—-—— ccg
G S QPLSVRLAETEHG GKAKAAHTFMMSAQMGMG®PS PP
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tgcge tataacaagcgcgaggaggcacaggaggccatttcggcattgaacaatgttatacccgagggaggatctcadu,gu tttcggtgcgtctggeccgaggagcatggcaaggcaaaageggegeattttatg Lwcaaatgggcatgggaccgtcgccaccg
vV R Y N K R E Q EAI1I S ALNNVIPEGSGSO QPLSVRLAETEHGIKAKAAHTFMSA QM M P P
tacgc tacaacaaacgcgaggaggcacaggaggcaatctcggcgctgaacaacgtcataccggagggcggatcccagccgctgtccgtgcgcctggccgaggagcacggcaaggcaaaggcagcgcactttatgtcccaaatgggcatgggaccg——
V R Y N K R E Q 1 N N VI s Q S K A AHFWMSQ -
D.melanogaster ttcgg tacaacaagcgtgaggaggcccaggaggccatttcggcgctgaacaacgtaatacccgagggcggatcacagccgctgtccgtccggttggctgaggagcatggcaaggcgaaggcggcccactttatgtcgcagatgggcgtggttcca ——————
vV R F N Q s Q Q H Q G G
C. capitata taag: ttcaataaacgcgaagaggcgcaagaagcaatttccgcactaaacaatgtcataccagagggtgcgtcccaaccgctcaccgtacgactggccgaggagcatggcaaggcgaaagcgcaacactatatgtctcagctcggcttgattggtggaggtggt
vV R F N K R E Q EA 1 S A LNNVIPESG S Q P L TVR H A K A Q QY M S Q
B.oleae tcag ttcaataaacgcgaagaagcgcaagaggcaatttccgctctgaacaatgtcatacccgagggtggatctcagccgctcaccgtgcgcttagccgaggagcatggcaaagcgaaagcgcagcaatacatgtcacagctgggattgattggtggtggcggc
\ FNKREEAQEAISALNNVIPESG S Q PLTVRLAETEH K A K A QH Y M S
A_fraterculus TAAGGTGAGTTCTCCACTGTCGTATCACTCTTGCAGG————TTCAATAAACGCGAAGAGGCTCAAGAAGCTATTTCCGCACTGAACAATGTCATACCAGAGGGTGCATCTCAGCCACTCACTGTGCGCCTGGCCGAGGAGCATGGCAAGGCGAAAGCGCAACACTACATGTCGCAGCTGGGCTTGATTGGTGGCGGTGGC
vV R N K R E E A E Al S ALNNVIPETGAS P LTVRLAETEHGZKATKA H Y M S L GL I GG G G
A.obliqua TAAGGTGAGTTCTCCACTATCGTATCACTCTTGCAGG————TTCAATAAACGCGAAGAGGCTCAAGAAGCTATTTCCGCACTGAACAATGTCATACCAGAGGGTGCATCTCAGCCACTCACTGTGCGCCTGGCCGAGGAGCATGGCAAGGCGAAAGCGCAACACTACATGTCGCAGCTGGGCTTGATTGGTGGCGGTGGC
R N KREEAQEAI SALNNVYVIPEGASO QPLTVRLAETEHG GKAEAQHYMSOQLGLTIGSGGG
A.sororcula TAAGGTGAGTTCTCCACTATCGTATCACTCTTGCAGG————TTCAATAAACGCGAAGAGGCTCAAGAAGCGATTTCCGCACTGAACAATGTCATACCAGAGGGTGCATCTCAGCCACTCACTGTGCGCCTGGCCGAGGAGCATGGCAAGGCGGAAGCGCAACACTACATGTCGCAGCTGGGCTTGATTGGTGGCGGTGGC
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
QveppPP----- - - -PPPPPPHMAS-FN-MVHRDSGAMETZKTLRSTLTFTD
D.grimshawi caggtgccaccacc: cgccgccaccaccgccacacatggccagc———ttcaac———atggttcacagagacggagcaatggaaaaattacgctcattattcgat
N - - - - - - - -PPPPPPHMAAGTFNNMVH A M E K LR S L FD
D.wilistoni aatgtaccaccacc: cgccg ccaccaccaccacatatggcggctggtttcaataatatggttcatagagacggagctatggaaaaattacgctcattattcg at
QAPPP- - - - - - - - PFPPPPPHMAAGFNNMMYVHRDSGAMETZKTLRSTLTFTD
D.virilis caggcgccaccgecg cgccgccaccgccgccgcacatggcggccggcttcaataatatggttcacagagacggagcaatggaaaaattacgctcattattcgat
NV PPP - - - - - - - = Q P P H A N - M MHR G R I K S Q Q R F QN
D.melanogaster aatgtaccaccgcce um.um.am.x.gL\.agLcu.aLdngu.gL\.g\.attcaac———atgatgcacagaggtagatcaattaaatcacagcaacgcttccaaaac
G 666 G6GG6GG6GMGGPPPPPMNMGYNNM H R G - Q NK S R F Q K -
C. capitata ggtggtggcggtggcggcggcggtggtggcggtggcatgggaggaccaccaccaccgcccatgaatatgggctacaacaacatggtgcacagaggtaga———caaaataaatcacgtttccaaaag— --
- - - - M G GPPPPPMNMGYNNMMVHRGR-QNIZKSRFAQK -
B.oleae ggcggcggaggcggt— —ggtggcggtatgggtggtccaccaccaccacccatgaatatgggctacaacaacatggtgcacagaggtaga———caaaataaatcacgtttccaaaag— --
G GGV YV - - -G M G GPPPPPMNMGYNNWMVH G R- Q NKSRF QKM
A_fraterculus GGCGGCGYTGTGGTT- —GGCGGTGGTGGCATGGGTGGACCACCACCACCGCCCATGAACATGGGCTATAACAACATGGTGCACAGAGGTAGA———CAAAATAAATCACGTTTCCAAAAGATG
6 G666 - - -66G6GGMGGPPPPPMNMGYNNMVHR G R- Q NK S RF Q KM
A.obliqua -GGCGGTGGTGGCATGGGTGGACCACCACCACCGCCCATGAACATGGGCTATAACAACATGGTGCACAGAGGTAGA---CAAAATAAATCACGTTTCCAAAAGATG
G 6 G6GGMGGPPPPPMNMGYNNMVHRGRS-QNIKSRTFIQKWM
A.sororcula GGCGGCGGTGGTGGT——==—=—~~ GGCGGTGGTGGCATGGGCGGACCACCACCACCGCCCATGAACATGGGCTACAATAACATGGTGCACAGAGGTAGA---CAAAATAAATCACGTTTCCAAAAGATG
. . ) 3T ~ ape .
Figura A.5 Alinhamento do gene sx/ utilizado para analises de selecdo positiva realizadas no PAML.
0 0 1 1 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R S RSRSYSPEDIRRGRRRSY SRDRYSSPVSKRROQPPSPPPLPPSRRRSY SRS SESPGYNRRNYSSHGNR

M.domestica
C. capitata

B.oleae

cgcagtcgttcccggtcatactctccagaagatagacgaggacgtcgtcgttcctacagtcgtgaccgatattcgtcgccagtttccaagaggcgccaaccaccatctccccctcctttaccaccgtcaaggcgccgtagttactcaagatcggaatctccaggatataaccgaagaaattacagtagtcatggtaacag
S REK VY - - - - - S RSRSISR--- - - - - - - - - HPWPSPPPPPTS GRS GGV RT CSUDASI QSSSTS SULSUPRUI QGTRR
cattccagagaaaaggtttat-- 7aaatctcgcagccgttcaatttcacg acccgccttcaccaccgccaccgectacaggacgtggtggtgttegetgttcagatgccagccaaagttcttcaacgtcactatcaccacggcaaggecgteg
S REKFY-----SSRSRSASR---- - - - - - - -QFPPSPPPLZPSGRS GGS-RYSEASQ QSSSTS SLSPRHGTR RTR

cattctagagaaaagttttat------—------—- agctctcgeagtagatcagettcacy: aaccgccttctccaccaccactgccatcaggacgaggtgga---cgttactcagaagccagccaaagetcttcaacgtcactctcaccacgtcatggecgteg
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>

.grandis

>

-bistrigata

>

-fraterculus

>

.sororcula

>

.obliqua

=

-domestica

o

. capitata

B.oleae

>

grandis

.bistrigata

> >

-fraterculus

>

-sororcula

>

.obliqua

HSREKVY - - - - - NSRSRSASR---- - - - - - - - HPPSPPPLPAGRAAS-RYSDASIKSSSTSILSZPRUHGRTR

cattctagagaaaaagtgtat——
H S R E K V - - - - - NSRSRSASR-- - - - - - - - - - HPPSPPLLZPAGRAG-R

—aactctcgaagtcgttcagcctcacy accctccttctccaccaccgctaccagctggacgcgecgct---cgttactcggatgeccagtaaaagttcttcaacgtcactctccccacgtcatggecgecg

DASKSSSTSLSPRHG

cattctagagaaaaagtgtat—— -aactctcgaagccgttcagectcacy accctccttcaccaccactgctaccagctggacgtgccggc—7—cgttactcggatgccagtaaaagttcttcaacgtcactctcaccacgtcatggccgccg
H v - - - - -NSRSRSASRS-=-- == - - - - - -HPPSPPPLSFP - Y S s TS LS H
CATTCT, TGTAT TTCTCGAAGCCGTTCAGCCTCACGA ”ACCCTCCTTCACCACCACCGTTACCAGCTGGACGTGCCGGC———CGTTACTCGGATGCCAGTAAAAGTTCTTCAACGTCACTCTCGCCACGTCATGGCCGCCG

HSREKVY-----NSRSRSVSR----- - - - - - - HLUPSPPPLPAGHAGS-RYSDASIKSSSTSILSZPRUHGRTR
CATTCT, TGTAT CTCTCGAAGCCGTTCAGTCTCACGA CACCTTCCTTCACCACCACCGCTACCAGCTGGACATGCCGGC-~--CGTTACTCGGATGCCAGTAAAAGTTCTTCAACGTCACTCTCCCCACGTCATGGCCGCCG
HSREKVY-- - - - NSRS SRSASR---- - - - - - - - HPPSPPPLZPAGRAGS-RYSDASIKSSSTSILSZPRHGRR
CATTCTAGAGAAAAAGTGTAT —————=—==——————, AATTCTCGAAGCCGTTCAGCCTCAC CACCCTCCTTCACCACCACCGTTACCAGCTGGACGTGCCGGC---CGTTACTCGGATGCCAGTAAAAGTTCTTCAACGTCACTCTCCCCACGTCATGGCCGCCG
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
S K PPRSRSPYDRNYRNNREI KPSPCRTCLSGVFSGLSVHTTOQQQTIRETIFSKY
atcaaaaccgccaaggtctcgctctccatacgacagaaactatcgcaataacagggaaaaaccttctccttgccgctgtctaggagtttttggactgagtgtccatactacacaacaacaaatcagggagatatttagcaaatac
M SR SRSRSPYDIKS-RRGNRETZ KZPVQNZ RTCTI GV G L SVYTTOQQKTITRDI F SRF
gatgtcacgttcccgttctcgcagtccatacgataag7—7cgacgcggcaatagagaaaaaccagtacaaaaccgttgtataggagtttttggtttgagtgtttatacaacgcaacaaaaaatacgtgatatattctctagattt
R S RS THEN - N R EKUPV QNZRTZCI F S Y T TQQ K 1 RDI F S RF
tataacccgttcacgttctcgcagcacacacgaaaat———cgtcgcggtaatcgagaaaaaccagtgcaaaatcgttgtataggtgtatttggtttaagtgtgtatacaacgcaacaaaaaatacgtgatatattttcaagattt
R T R S P Y DK - R N R K P V Q N c 1 F L S Y TTQ QK 1 RDI F SRF
cgtttcccgttcacgtacacgcagtccatacgataag———cgacgtgctaatcgcgaaaagccagtgcaaaatcgctgtataggagttttcggtttgagtgtgtatacgacacagcaaaaaatacgcgatatattctcaagattt
R S RTRSPYDI KS-RRANZ RI QIKPVQNRTCIGVF L SVYTTOQQKTI11TRDIFSRF
cgtttcccgttcgcgtacacgcagtccatacgataag———cgacgtgctaatcgccaaaagccagtgcaaaaccgctgtataggagttttcggtttgagtgtgtararnananam tacgcgatatattctcaagattt
S S RTRSPYDIKS-RRANREZ KPVQNZ RTCIGVF L SVYTTOQQKITTRDI F SRF
CGTTTCCCGTTCGCGTACACGCAGTCCATACGATAAG———CGACGTGCTAATCGCGAAAAGCCAGTGCAGAATCGCTGTATAGGAGTTTTCGGTTTGAGTGTGTACACAACACAGCAAAAAATACGCGATATATTCTCAAGATTT
AS RSRTHRSPYDIKS-RRANREIKPVQNRTCIGVFSGLSVYTTHOQQIKTIRDIFSRF
CGCTTCCCGTTCTCGTACACGCAGTCCATACGATAAG---CGACGTGCTAATCGCGAAAAGCCAGTGCAGAATCGCTGTATAGGAGTTTTCGGTTTGAGTGTGTATACAACACAGCAAAAAATACGCGATATATTCTCAAGATTT
VSRSRSRSPYDIKS-RRANREZ KPVQNRTCIGVFGLSVYTTOQQKTIRDIFSRF

CGTTTCCCGTTCGCGTTCACGCAGTCCATACGATAAG---CGACGTGCTAATCGCGAAAAGCCAGTGCAGAATCGCTGTATAGGAGTTTTCGGTTTGAGTGTGTATACAACACAGCAAAAAATACGCGATATATTCTCAAGATTT

Figura A.6 Alinhamento do gene tra2 utilizado para analises de selecado positiva realizadas no PAML.
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