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Resumo

Os Tephritidae incluem aproximadamente 4500 espécies ja descritas e muitas destas
espécies compdem 0s principais géneros de importancia econbémica: Anastrepha, Bactrocera e
Ceratitis. O género Anastrepha &, entre Tephritidae, o que possui maior diversidade nas Américas
incluindo 230 espécies descritas, dentre as quais algumas espécies apresentam grande importancia
econémica por representarem importantes pestes da fruticultura. H& evidéncias de espécies que
constituem o grupo fraterculus terem divergido hd pouco tempo apresentando ainda algumas
espécies cripticas. Devido a esta caracteristica em particular, espécies do grupo fraterculus
apresentam uma grande vantagem para estudos evolutivos. Para realizar estudos evolutivos torna-se
necessario avaliar as taxas de evolugdo molecular bem como seu papel na identificacdo de taxas de
fluxo génico e diferenciacdo populacional, a construcdo de arvores de espécie e uma possivel
separacdo das espécies. Buscando um melhor entendimento do grupo fraterculus, escolhemos trés
espécies constituintes desse grupo, Anastrepha obliqua, Anastrepha. fraterculus e Anastrepha.
sororcula, como modelos para este estudo e cinco genes isolados de biblioteca de cDNA de tecidos
reprodutivos de espécies de Anastrepha. Diversos genes que sdo expressos em tecidos reprodutivos
apresentam uma taxa de divergéncia maior do que 0s expressos em tecidos ndo reprodutivos,
podendo assim dar indicios de isolamento reprodutivo. Neste trabalho encontramos essas
caracteristicas em genes que indicam selecdo positiva (CG11912 e CG10031), e os demais genes
que embora ndo tenham apresentado significancia estatistica para serem considerados possuidores
de selecdo positiva, no entanto apresentam terem regides potencialmente sob selecdo positiva
direcional para Df31 e Lcp65Ac e selecéo positiva diversificadora para os genes Df31 e CG16712.
Na analise de variancia molecular encontramos que a diferenciacdo espacial é mais bem explicada
pelas diferencas entre as espécies do que entre regifes geograficas. As redes haplotipicas e arvores
de espécies indicam uma forte coesdo entre as populagfes de A. obliqgua do Nordeste e Sudeste
indicando auséncia de estruturacdo geneética para esta espécie enquanto para A. fraterculus e A.
sororcula foi encontrado uma sub estruturacdo que separa A. sororcula do Nordeste e A. sororcula
do Sudeste, sendo que A. sororcula do nordeste pode estar hibridizando com A. fraterculus do
Nordeste. As analises de migracdo encontraram migracOes diferenciais para estas especies,
colocando A. obliqua mais isolada das demais e uma relacdo mais proxima entre A. fraterculus e A.
sororcula. De frente aos resultados encontrados neste trabalho fica claro a necessidade de uma
maior amostragem, principalmente em areas ainda ndo coletadas entre as regifes amostradas na
tentativa de buscar entender ndo apenas quais sdo as possiveis relacdes entre A. fraterculus e A.

sororcula mas também entre outras espécies do grupo fraterculus.

Palavra-Chave: Tephritidae. Anastrepha. Evolucdo Molecular. Analise multilocus.



Abstract

The Tephritidae includes approximately 4500 species described to date and many of these
species make up the main genera of economic importance: Anastrepha, Bactrocera and Ceratitis.
The genus Anastrepha is among the Tephritidae with greatest diversity in the Americas including
230 described species, among which some species with great economic importance because they
represent important fruit pests. There is evidence that species in the fraterculus group have diverged
recently, even having some cryptic species. Because of this, species in the fraterculus group are a
great system for evolutionary studies. For evolutionary studies, it is necessary to evaluate the rates
of molecular evolution and their role in identifying rates of gene flow and population
differentiation, the construction of tree species and a possible separation for the species. Seeking a
better understanding of the fraterculus group, we chose three species of this group, Anastrepha
obliqua, A. fraterculus and A. sororcula as models for this study and five genes isolated from a
cDNA library of reproductive tissues of Anastrepha. Several genes that are expressed in
reproductive tissues have a higher divergence rate THAN those expressed in non-reproductive
tissues, may thus give evidence of reproductive isolation. In this work, we found evidence of
positive diversifying and positive selection for a couple of genes (CG11912 and CG10031), and
high levels of polymorphism, although they failed to meet statistical significance for positive
selection, in other genes here studied, such as ,Lcp65Ac and CG16712, whereas Df31 was more
conserved. An analysis of molecular variance found that levels of genetic polymorphism are best
explained by differences between species THAN between geographic regions. Haplotype networks
for each gene failed to differentiate the species here studied and showed high levels of shared
polymorphism among the species, with some rare exceptions. On the other hand, a joint analysis of
these data to try to infer a species tree indicate a strong cohesion for populations of A. obliqua from
the Brazilian Northeast and Southeast while for A. fraterculus and A. sororcula we observed a
substructure that separated Southeeast populations of A. sororcula, which was well defined, from
Northeast populations, which may be hybridizing with populations of A. fraterculus from the
Northeast, due to great number of shared polymorphisms. Other THAN populations in the Brazilian
northeast, A. fraterculus also forms a separate, though short, lineage. Considering these findings, a
broader sampling is needed, especially in areas not yet collected particularly in the Northeast,
seeking to untangle the phylogenetic relationships not only among these species, but also other
species of the fraterculus group.

Keywords: Tephritidae. Anastrepha. Molecular Evolution. multilocus analysis.
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Introducgao

1. Introducéo
1.1 Super Familia Tephritoidea

A superfamilia Tephritoidea inclui as familias Lonchaeidae, Piophilidae, Pallopteridae,
Richardiidae, Ulidiidae (= Otitidae = Pterocallidae), Platystomatidae, Pyrgotidae e Tephritidae. As
relacdes entre algumas familias pertencentes a esta superfamilia apresentam discordancias (plano
basico de caracteres e taxonomia) entre taxonomistas contemporaneos. Entre os problemas néo
resolvidos estdo as relagfes dos Tephritidae e familias proximas (Platystomatidae, Pyrgotidae e
Ulidiidae) que nunca foram completamente avaliados (KORNEYEV, 1999a).

Os Tephritidae incluem aproximadamente 4500 espécies ja descritas e muitas destas
espécies compdem o0s principais géneros de importancia econdémica Anastrepha, Bactrocera,
Ceratitis (SEGURA et al, 2011) e Rhagoletis (ARAUJO, 2011). Esta familia ndo é uniformemente
composta somente por fitofagos, abrangendo muitas espécies de sapréfagos e ocasionalmente
zoofagos, galhas e fitofagos ndo especializados (KORNEYEYV, 1999b). Esta mesma subfamilia
possui a tribo Toxotrypanini que abrange trés géneros: Anastrepha, Toxotrypana e Hexachaeta
(NORRBOM et al, 1999), e o0 género Anastrepha é o maior destes trés géneros (NORRBOM et al,
1999; SILVA e BARR, 2006).

O género Anastrepha é o que possui maior diversidade das Américas incluindo 212 espécies
descritas (NORRBOM e KORYTKOWSKI, 2011) endémicas das regides do continente americano
com sua distribuicdo cobrindo parte da América do Norte, Ameérica do Sul e muitas ilhas do Caribe
(ALUJA, 1994). Estas espécies apresentam grande importancia econbémica por representarem
importantes pestes da fruticultura (FACHOLI-BENDASSOLLI e UCHOA-FERNANDES, 2006;
NORRBOM et al, 1999; SEGURA et al, 2011; SELIVON et al, 2005a; SELIVON et al, 1999;
SELIVON et al, 2005b; SELIVON e PERONDINI, 1999).

Dentro de Anastrepha o grupo fraterculus abrange 29 espécies, das quais Anastrepha
fraterculus que forma um complexo de espécies cripticas, exibindo niveis distintos de isolamento
reprodutivo pré e pds-zigoticos (DOS SANTOS et al, 2001; SELIVON et al, 1997; SELIVON et al,
2005a; SELIVON et al, 1999; SELIVON et al, 2005b; SELIVON et al, 2002). As espécies
pertencentes ao grupo fraterculus possuem caracteristicas morfologicas particulares, tais como
listras sub-laterais do tipo xantina, cor palida que muitas vezes ndo € evidente em espécies com
coloragdo mais clara, mas sdo 6bvias em espécies com coloracéo escura. O corpo possui coloracdo
amarelada ou alaranjada e o sub-escutelo e/ou mediotergito podem apresentar listras marrom

escuras na lateral que podem ter variacOes. Estas marcacgdes variam intraspecificamente em algumas
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espécies, mas ndo deixam de ser Uteis taxonomicamente. As asas apresentam padrdes similares

sendo compostas por trés bandas denominadas de Bandas C, S e V. Os padrdes das asas de cerca de

95% das espécies de Anastrepha possuem alguma variacdo destes padrdes ou sdo derivados destes.
Essas trés bandas podem ser separadas ou conectadas. Usualmente as bandas tocam se ao longo da
veia Rs+s5 quando estas estdo conectadas, embora ocasionalmente possam se conectar em outros
lugares. Em algumas espécies partes da mesma banda podem ser ausentes especialmente o apice e
ou o braco distal da Banda V. Outros caracteres taxonémicos caracteristicos das espécies
pertencentes ao grupo fraterculus sdo a forma, denticdo e o comprimento da ponta do aculeo, que
em Anastrepha sdo varidveis; juntamente com o comprimento do aculeo. Estes Gltimos sdo 0s
caracteres taxondmicos de maior importancia entre estas espécies (NORRBOM et al, 1999). Na

Figura 1 sdo apresentadas algumas caracteristicas utilizadas na identificacdo das Anastrepha. sp.

Anastrepha fraterculus Anastrepha obliqua

A Anastrepha sororcula

Anastrepha obliqua  Anastrepha fraterculus

C A. fraterculus  A. obliqua A. sororcula

Figura 1. Caracteres morfologicos utilizados para identificacdo das moscas. Em A, temos o padrdo das
manchas em V nas asas. Em B, é mostrado o padrdo de manchas no sub escutelo, em C, o padrdo do
ovipositor. As imagens das asas, torax e apice do ovopositor foram obtidos de ZUCCHI e URAMOTO

(2007).
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Intro

1.2 Biologia do Grupo fraterculus.

As Moscas-das-frutas apresentam ampla distribuicdo, abrangendo todos os estados
brasileiros (ZUCCHI, 2008). Na Figura 2, destaca-se os locais de ocorréncia das trés espécies

estudadas neste trabalho.

‘Anastrepha obliqua

Anastrepha sororcula .Anastrepha fraterculus

Figura 2. Distribuicdo das espécies estudadas no presente trabalho. Em roxo apresenta-se Anastrepha
obliqua (Macquart); em laranja temos Anastrepha fraterculus (Wiedemann); e na regido Azul evidencia-se
Anastrepha sororcula (ZUCCHI). Figura criada a partir das ocorréncias desses Toxotrypanini segundo
ZUCCHI, 2008.

H& dimorfismo sexual em adultos, evidenciado pela presenca do protuberante ovipositor em
fémeas (SIVINSKI e DODSON, 1992). A copula ocorre geralmente em cima ou proximo dos
frutos. O comportamento de copulas das espécies tropicais ocorre frequentemente com a formacéo
de um semicirculo ao redor da fémea chamado de Leks, sendo estes leks usados como sitios de
encontro para demonstracfes de cortejo e acasalamento (ALUJA et al, 1999; CONDON e
NORRBOM, 1999; SIVINSKI et al, 1999).
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Os machos atingem a maturidade sexual entre 7 e 20 dias e as fémeas entre 14 e 15 dias da
emergéncia (CARVALHO et al, 1998; FACHOLI-BENDASSOLLI e UCHOA-FERNANDES,
2006), sendo que a longevidade dos machos chega a 100 dias e das fémeas a 105 dias
aproximadamente com uma producdo média de ovos/fémea de 137 e com pico de oviposi¢do entre
14 e 25 dias de idade (CARVALHO et al, 1998). O ciclo reprodutivo de Anastrepha dura entre 45 a
90 dias, podendo ser repetido varias vezes durante o ano (SELIVON, 1999).

Atualmente estdo descritas 212 espécies de Anastrepha reconhecidas atualmente, sendo que
113 destas encontram-se no Brasil (ZUCCHI, 2000), com 52 hospedeiros conhecidos e 25 espécies
que possuem apenas um hospedeiro. J& nos hospedeiros encontramos 38 familias que sao
parasitadas por Anastrepha, e dentro destas, encontramos 14 espécies de Anastrepha infestando
Mytaceae, 16 para Sapotaceae, 11 para Anacardiaceae e 09 para Passifloraceae. Na relacdo
parasita/hospedeiro, as espécies que apresentam maior numero de hospedeiros associados sdo A.
fraterculus (Wiedemann) (81) e A. obliqua (Macquart) (37) e A. sororcula ZUCCHI que ndo fica
longe com 21 hospedeiros conhecidos. Das 81 espécies de hospedeiros que sdo infestados por A.
fraterculus aproximadamente 40% séo representantes da familia Myrtaceae, enquanto que para A.
obliqua esse nimero corresponde a 51% e para A. sororcula 71% desta mesma familia de
hospedeiro (ZUCCHI, 2008).

As larvas das moscas-das-frutas causam a destruicdo da fruta ao se alimentarem da polpa,
assim como fémeas adultas que ao fazerem orificios na epiderme abrem uma porta de entrada para
fungos causadores de podriddo. Esses danos acabam causando o amadurecimento precoce dos
frutos e, consequentemente uma queda abundante, o que faz diminuir a oferta de frutos para o
mercado interno, geralmente resultando em aumento de precos do produto (DUARTE e
MALAVASI, 1999). Sendo assim, moscas-das-frutas estdo entre as principais pragas da fruticultura
mundial (DIAZ, 2010).

As espécies do grupo fraterculus apresentam pequenas diferencas em alguns dos seus
marcadores, dentre os quais podemos destacar a morfologia do apice do ovipositor, a morfologia do
ovo, horério de copula, padrdo de coloracdo das asas e as manchas no escutelo (DOS SANTOS et
al, 2001; SELIVON, 1999). Nao ha um unico marcador que seja eficiente em diferenciar as espécies
do grupo fraterculus, para tanto faz se necessario utilizar combinag¢fes de marcadores para efetivar
a identificacdo das espécies. Contudo, existem evidéncias de que esses marcadores morfoldgicos e
comportamentais ndo correspondam exatamente aos padrdes de variacdo e divergéncia genética
dessas moscas (MALAVASI e MORGANTE, 1982; MORGANTE et al, 1980). Um dos principais

marcadores utilizados, o &pice do ovopositor, apresenta variagdo nas suas medidas (total e do apice)

AL 4



Introducgao

ao longo da distribuicdo geogréafica da espécie e também em exemplares obtidos de um mesmo
hospedeiro; portanto apresentando sobreposicdo interespecifica o que pode restringir sua
aplicabilidade em certas circunstancias. A plasticidade fenotipica dos marcadores morfoldgicos
pode resultar na dificuldade em utiliza-los na separagdo de espécies muito proximas (ARAUJO e
ZUCCHI, 2006), dificultando a identificacdo de espécies, por exemplo, do grupo fraterculus, até
mesmo com o uso de marcadores morfologicos (ZUCCHI, 1978), comportamentais (MORGANTE
et al, 1983), alozimicos (MATIOLI et al, 1986; MORGANTE et al, 1980), cariotipicos
(SOLFERINI e MORGANTE., 1987) e moleculares ({Smith-Caldas, 2001 75 /id;Sobrinho, 2009
120 /id}), sendo sugerido que A. fraterculus seja um complexo de espécies cripticas (SELIVON et
al, 2005b; SOLFERINI e MORGANTE., 1987; STECK, 1991).

1.3 Busca por Marcadores Evolutivos

Muitos estudos moleculares sobre tefritideos tém sido publicados recentemente, diversos
deles focado sobre os géneros Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis e Rhagoletis. Estes estudos
contribuem para o entendimento da biologia e evolucdo dos tefritideos, provendo essenciais
informacdes tanto para 0 manejo de pragas e programas de controle quanto para um melhor
entendimento da filogenia, estrutura populacional e modelos de especiacdo destas moscas. Como a
correta delimitacdo e identificacdo de espécies, ou complexos de espécies, € essencial para
pesquisas basicas e aplicadas e tem profundas consequéncias praticas (SILVA e BARR, 2006),

estes conhecimentos sdo de grande importancia tedrica e pratica.

A compreensdo do mecanismo pelo qual novas espécies sdo originadas, ou seja, 0 processo
de especiacdo tem fascinado os biologos desde antes de Charles Darwin publicar seu mais famoso
livro intitulado Sobre a “Origem das Espécies por meio da Selecdo Natural” (1859), ha mais de 150
anos (KOCHER, 2004; OLIVER et al, 2009).

O entendimento da base genética do isolamento reprodutivo é um problema de importancia
crucial nos estudos sobre especiacdo (MACHOLAN et al, 2011). Proteinas expressas em tecidos
reprodutivos em geral apresentam maior divergéncia quando comparadas a proteinas expressas em
tecidos ndo reprodutivos. Em Drosophila, encontra-se uma diversidade duas vezes maior em
proteinas relacionadas a tecidos reprodutivos em relacdo a proteinas que ndo estdo ligadas a
reproducdo (SWANSON e VACQUIER, 2002; SWANSON et al, 2004). Esta rapida divergéncia
pode ser explicada pela evolucao adaptativa, podendo ser importante para um melhor entendimento

da nossa compreensdo dos processos que permeiam a especiacdo, uma vez que as populacdes
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tornem-se reprodutivamente isoladas (SWANSON e VACQUIER, 2002).

A rapida divergéncia acima apontada é condizente com a crescente evidéncia de que muitas
caracteristicas reprodutivas evoluem rapidamente durante os estagios iniciais da especiacdo. A
rapida divergéncia desses genes que sdo essenciais ao desenvolvimento entre espécies irmas, pode
acrescentar outras particularidades em nosso entendimento do inicio da especiagdo (KULATHINAL
et al, 2003).

1.4 Bases para testes de neutralidade

Métodos filogenéticos sdo amplamente usados para estimar taxas evolutivas, detectando os
rastros da selecdo natural e usando essas informagOes para interpretar os dados gendmicos. As
alteracOes sofridas pelo codon sdo em muitos casos 0s recursos basicos usados nos principais
modelos de substituicdo de aminoacidos. Nestes, a relacdo entre as taxas de substituicdes nao-

sinbnimas (dy) pelas sinbnimas (dg) (o = dn/dg) mede a diregdo e magnitude da selegdo com

valores de o <1, =1 e >1 e, portanto, indicam selecdo purificadora, neutra e positiva,
respectivamente (YANG, 2007). A selecdo positiva faz com que uma mutacdo vantajosa aumente
rapidamente sua frequéncia em uma populacdo até atingir a fixacdo. Na selecdo negativa ha a
eliminagdo de mutagdes deletérias e em conjunto com as recorrentes mutagdes ocorre um acréscimo
na proporcao de mutacGes recentes em relacdo as mutagGes antigas; na selecdo balanceadora, séo
mantidos, em um mesmo sitio, diferentes tipos de mutacdes (novas e antigas) em proporgao
equilibrada na populagdo, diminuindo a proporcdo de mutacdes recentes em relacdo as mutacdes
antigas (ASTHANA et al, 2005).

1.4.1 Coalescéncia e Polimorfismos transpecificos

Uma das principais caracteristicas do DNA é sua capacidade de replicar-se, dando a esta
molécula a capacidade de aumentar o seu niumero de copias no futuro. Partindo deste principio, se
olharmos para diversas moléculas de DNA, hoje podemos inferir que estas derivaram de sucessivos
processos reprodutivos bem sucedidos. Desta forma, se considerarmos o inverso destes eventos de
replicagdo do DNA chegaremos a uma unica copia de DNA no passado que originou a todas as
moléculas amostradas no presente e para este processo damos o home de coalescéncia (KINGMAN,
1982). Este conceito ndo considera necessariamente mutagdes, mas somente a capacidade do DNA
de replicar-se, mas a introducdo de mutagdes permite a inferéncia da origem, segregacao e extin¢ao
de novos alelos na populacdo. Neste processo, vemos que quando uma cépia da forma ancestral

sofre uma mutacdo para criar uma forma alternativa, as outras copias a esta idénticas ndo mudam
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simultaneamente, levando a coexisténcia na populacdo de descendentes recentemente originados e
diversas cdpias idénticas a sua forma ancestral (TEMPLETON, 2006). Ao longo do tempo estes
polimorfismos sofrerdo a acdo de forcas evolutivas como a deriva genética ou a sele¢do natural e
eventualmente serdo fixados ou eliminados da populacéo. Tal processo ocorrerd proporcionalmente
ao tempo de divergéncia e serd inversamente proporcional ao tamanho populacional, de forma que
quanto maior este tempo e menor 0 Nes (tamanho efetivo populacional de variancia), mais provavel
que ocorra uma fixacdo ou perda de um polimorfismo (KIMURA, 1970). Por outro lado, quanto
menos tempo houver entre divergéncias, ou maior o tamanho populacional, mais lento sera este
processo de fixacdo e mais polimorfismos ancestrais permanecerdo segregando nas populacdes
descendentes apds a separacdo (ZOLET, 2009). Tal cenario define bem o potencial de existéncia de
polimorfismos transpecificos (polimorfismos ancestrais) que ocorrem quando alguns dos haplétipos
(ou alelos ou inversdes) encontrados em uma espécie sdo genealogicamente mais aparentados a
linhagens haplotipicas encontradas em uma segunda espécie do que a outros hapl6tipo encontrados
em sua propria espécie (TEMPLETON, 2006).

A existéncia de polimorfismos ancestrais cria disparidades entre arvores de genes e arvores
de espécies e faz com que ndo seja esperada uma coeréncia completa entre o sinal filogenético de
um gene e o que ele indica da separacdo entre as espécies. Diversos modelos tém sido criados para
tentar se reconstruir as arvores de espécies a partir de arvores de genes distintas (MA et al, 2000;
MADDISON, 1997; THAN e NAKHLEH, 2009) usando de metodologias bayesianas (LARGET et
al, 2010) e da coalescéncia (THAN e NAKHLEH, 2009), mas tal processo continua potencialmente
problemético. Ao considerar que algumas discordancias podem ser estocasticas, estas arvores
incongruentes muitas vezes refletem historias evolutivas diferentes (MADDISON, 1997). Na
tentativa de minimizar esses problemas, sdo empregadas metodologias bayesianas que irdo tratar
separadamente as arvores de espécie das de genes; dois programas destacam-se para estas analises,
BEST (Estimativa Bayesiana de Arvore de espécie) que assume o modelo coalescente de multiplas
espécies e 0 BUCKy que usa similarmente uma abordagem Bayesiana para distinguir entre a
incongruéncia e os erros da estimativa da arvore de gene (CHUNG e ANE, 2011). Ambos 0s
programas apresentam resultados semelhantes e satisfatorios nas analises comparativas realizadas,
mas 0 BUCKYy destaca-se pela baixa demanda de tempo na obtencdo dos resultados, contra o
demasiado tempo gasto pelo BEST (CHUNG e ANE, 2011; CRANSTON et al, 2009), além do
mais, 0 BUCKYy obteve resultados satisfatorios para testes de adequacdo do modelo coalescente que
provou ter baixo erro do Tipo | (CHUNG e ANE, 2011).
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1.5 Genes

Problemas de incongruéncias em arvores de genes sao provavelmente devido a imprecisdes
na reconstrucdo filogenética devido a falta de sitios informativos em sequéncias curtas de genes
individuais, principalmente para curtas sequéncias de genes com baixa taxa evolutiva, que neste
caso tem-se uma pronunciada incongruéncia na arvore de genes (RASMUSSEN e KELLIS, 2007).
Por este motivo, atencdo especial tem sido dada a proteinas relacionadas ao sexo que possuem, em
geral, taxas de divergéncia maior, quando comparadas as proteinas que ndo estdo relacionadas a
reproducdo. Uma gama de proteinas distintas tem sido identificada como tendo altas taxas
evolutivas, mas de particular interesse sdo familias génicas que apresentam uma grande diversidade
intraespecifica (entre cdpias paralogas) e também entre espécies diferentes. Como exemplo destas
familias podemos mencionar as proteases e seus inibidores, as serpinas, as proteinas de cuticula e os
receptores olfatorios. E possivel que esta divergéncia em genes que atuam no comportamento e
morfologia sexual seja provavelmente a primeira causa do isolamento sexual e inicio da
diferenciacdo, sendo que o comportamento sexual frequentemente desenvolve-se rapidamente e é

critico para o isolamento reprodutivo (ELLISON et al, 2011).

Dentre as familias génicas potencialmente relevantes para o estudo da diferenciacdo
podemos indicar as proteinas cuticulares. Diversas estruturas fibrosas sdo conhecidas como tendo
arquitetura helicoidal. Tais estruturas incluem as cuticulas de artropodes, tendbes de vertebrados,
parede celular de plantas, entre outros (ICONOMIDOU et al, 1999). As proteinas cuticulares sao
importantes no reconhecimento de possiveis parceiros em insetos, através da quimiorecepc¢do de
feromdnios existentes na cuticula, estes hidrocarbonetos cuticulares apresentam varias diferencas
quantitativas e qualitativas entre 0s sexos e podem desempenhar um papel importante no
reconhecimento do parceiro (MING e LEWIS, 2010).

Larvas de Drosophila melanogaster possuem cuticula flexivel com cinto ventral de
denticulos esclerosados. No comeg¢o da metamorfose a cuticula do terceiro instar larval €
transformada no pupério que protege e desenvolve a pupa em adultos. Durante a vida larval sdo
expressos alguns genes que participam da formacdo da cuticula em adultos. Os genes Lcp-c, -d, -¢, -
f e —g s@o expressos durante a sintese de todas as trés cuticulas nos periodos de transicdo de um
instar para o outro (CHARLES et al, 1997). O alto nivel de conversdo génica existente em
proteinas cuticulares faz com que estas proteinas sejam muito interessantes entre determinados
genes de algumas espécies de insetos e novos estudos tem revelado uma notavel diversidade entre
estas proteinas (CORNMAN, 2009). Muitos tipos de proteinas cuticulares sdo encontrados em uma

Unica espécie de inSETO e suas caracteristicas diversificadas entre 0s insetos. Isto pode se dar pela
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duplicacdo de agrupamentos (clusters) de proteinas cuticulares que estdo evoluindo

independentemente entre as espécies de insetos (FUTAHASHI et al, 2008).

Por sua vez, a familia génica das proteases apresenta padrbes similares de evolucdo com
grande diferenciacdo pela geracdo de copias ortdlogas e pardlogas. Proteases sdo enzimas que
quebram as ligacGes peptidicas que unem os aminoacidos nas proteinas. As proteases séricas estao
envolvidas em diversos processos bioldgicos (NEITZEL, 2010) como na digestdo de alimentos, na
penetracdo dos espermatozoides nos ovulos, nas infecgdes (NEITZEL, 2010; XUE e SETO, 2005),
na coagulacdo do sangue e também no desenvolvimento de organismos (NEITZEL, 2010). Estas
proteases apresentam um maior papel na reproducdo em ambos 0s sexos, agindo nos
espermatozoides (SCHILL, 1975), ou durante o processo de fertilizacdo (CESARI et al, 2005). As
cascatas de proteases séricas extracelulares estdo envolvidas, nos vertebrados e invertebrados, na
mediacdo réapida das relacBes fisiologicas ou sinais patologicos (LIGOXYGAKIS et al, 2003).
Essas enzimas geram a ligacdo que ativa o padrdo de sinalizacdo Toll (proteina transmembrana
responsavel por recepcdo de estimulos externos) estabelecendo a polaridade dorsoventral em
embrides de Drosophila (HASHIMOTO et al, 2003; LIGOXYGAKIS et al, 2003).

Proteases envolvidas na reproducdo podem em alguns casos reduzir o polimorfismo ou a
divergéncia, tendo sido sugerido para muitos loci a influéncia de uma selecéo positiva direcional.
Em contraste, proteases envolvidas em reproducdo exibem notavel diversidade intraespecifica
gerada por selecdo balanceadora, splicing alternativo, variacdo no nimero de copias e na conversao
génica. Muitas vezes nestes casos estas proteases surgem de duplicacdes génicas em linhagens
especificas de proteases que evoluem para novas proteinas e sofrem mudancgas regulatorias
(KELLEHER et al, 2011). E possivel que esteja acontecendo nestas proteases uma continua
competicdo espermética que sugere uma corrida armamentista entre os abundantes gametas de
machos que visam fertilizar os limitados gametas femininos buscando controlar o processo de
escolha (BIRKHEAD e M@LLER, 1998). Um exemplo desta alteracdo em proteases envolvidas no
processo reprodutivo pode ser observado na dindmica evolutiva de algumas proteases dos tratos
reprodutivos femininos de Drosophila mojavensis. Tais proteases apresentam tanto selecdo
balanceadora quanto duplicagdo acelerada em alguns genes e apresentam um contraste com padrdes
de selecdo direcional e escassez de duplicacdo de genes observados em D. melanogaster e estes dois
congéneres também tém sistemas de acasalamento dramaticamente diferentes e niveis de
promiscuidade feminina, bem como diferentes fisiologias reprodutivas. Estas caracteristicas
reprodutivas sugerem a permanéncia das assinaturas proteicas na histéria evolutiva envolvida em
caracteristicas reprodutivas e cria um quadro para possiveis comparacGes das dinamicas das
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proteinas reprodutivas ente organismos estreitamente relacionados (KELLEHER et al, 2011).

Inibidores de proteases séricas, que sdo também conhecidos como serpinas, pertencem a
superfamilia de proteinas que funcionam como inibidores de proteases. Elas foram primeiramente
descritas como reguladoras da coagulacdo sanguinea, inflamagdo e ativacdo complementar em
humanos. Aproximadamente 800 genes que codificam serpinas foram identificados em plantas,
animais, virus e procariotos. O genoma de Drosophila melanogaster contém 29 genes de serpinas,
mas é provavel que este numero venha a aumentar quando contrastamos com os 211 genes de
proteases séricas encontrados em Drosophila (REICHHART, 2005). Serpinas podem desempenhar
funcbes diferentes das ja mencionadas, inibidores de proteases, podendo desempenhar novas
funcbes como a de armazenamento, ovalbumina (SERPINB2 e SERPINB1), no desenvolvimento de
espermatozoide (SERPINADS) e genes supressores de tumor (maspin e SERPINC1) (SILVERMAN
et al, 2001).

A maioria das serpinas inibidoras mostra uma conservacdo marcante dos sitios de clivagem
das proteinases, indicando que estes inibidores ndo mudam facilmente sua especificidade dos alvos
de proteinases. Apesar disso ha uma irregularidade na distribuicdo dos ortdlogos de D.
melanogaster e muitas serpinas ndo sao identificadas em ortdlogos de espécies mais distantes,
sendo que o equilibrio entre as serpinas inibidoras e as proteinases que controladas por estas,
formam uma forte restricdo evolutiva, a maioria dos ortélogos em drosofilideos das serpinas
inibidoras mostram-se como ndo tendo redundantes fungdes genéticas. Trés loci em D.
melanogaster apresentam eventos de duplicacfes e divergéncia onde as restricbes foram relaxadas,
e cada complexo contém uma suposta serpina inibidora ancestral com ortélogos em toda linhagem
de drosofilideos. Da mesma forma que a evolucao de super familias de serpinas em drosofilideos
ocorre predominantemente por um mecanismo de duplicagdo de genes e diversificacdo (GARRETT

et al, 2009), é possivel que 0 mesmo processo seja comum a outras familias de insetos.

Existem também genes envolvidos com tecidos reprodutivos que ndo apresentam taxas
evolutivas rapidas e evoluem de forma mais conservada. Um exemplo de um potencial gene que se
encaixa nesta categoria é o Df31, que codifica para uma fosfoproteina termoestavel hidrofilica com
18kDa (CREVEL e COTTERILL, 1995; CREVEL et al, 2001; GUILLEBAULT e COTTERILL,
2007; SZOLLOSI et al, 2008) que pode catalisar a descondensagéo da cromatina do espermatozoide
de Xenopus em um sistema em replicacdo (INOUE et al, 2011) e que pode atuar como uma
chaperona de histonas (GUILLEBAULT e COTTERILL, 2007), ambas in vitro. A DF31 é

detectada como um componente integral da cromatina presente a0 mesmo nivel que a histona H1,
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sugerindo um papel estrutural para DF31 no dobramento da cromatina e também removendo
proteinas especificas do espermatozoide. E provavel que esta proteina tenha um papel na estrutura
cromossomal agindo como uma proteina estrutural nos altos niveis de dobramento, maior do que
dos nucleossomas (CREVEL et al, 2001; GUILLEBAULT e COTTERILL, 2007). A funcdo na
estrutura da cromatina é sugerida por observacdes apos a injecdo de RNA antisense contra RNAmM
de Df31, a falta de DF31 causa a desorganizacdo do DNA no ndcleo, além disso, DF31 pode
interagir diretamente com histonas e sdo habeis para atuar como um fator carregador de histonas
junto ao DNA do espermatozéide e nos modelos de DNA nu (GUILLEBAULT e COTTERILL,
2007).

Uma das caracteristicas importantes das proteinas relacionadas a reproducdo € sua ja
mencionada taxa de divergéncia maior do que outras proteinas em geral (SWANSON e
VACQUIER, 2002; SWANSON et al, 2004). Além desta caracteristica, estas distintas proteinas
podem criar BARReiras pré-zigoticas que ocorrem durante o processo de fertilizacdo, sendo
consequéncias de diferencas na forma em que as proteinas do espermatozoide e o o6cito interagem,
que em muitas vezes se manifestam por uma evolucdo mais rapida destas proteinas entre as espécies
em simpatria do que em alopatria € uma possivel consequéncia € estas proteinas estarem sob
selecdo direcional positiva (NYDAM e HARRISON, 2011). Neste estudo, buscamos investigar as
taxas evolutivas de genes pertencentes a diversas classes evolutivas que tém sido associadas a
padrBes rapidos de evolucdo, como proteases, serpinas e proteinas cuticulares, contrastando os
padrBes de tais genes com um gene evolutivamente conservado. A escolha destas classes de genes é
particularmente importante para o estudo de grupos que se diferenciaram recentemente como o
grupo fraterculus, de forma que seu estudo pode auxiliar na investigacdo das diferenciacGes de
espécies do grupo fraterculus, ao contribuir para um melhor entendimento de processos evolutivos

como estimativas de fluxo génico, estrutura populacional e pressdes de selegéo.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Avaliar taxas de evolucdo molecular e o seu papel na identificacdo de taxas de fluxo génico,

diferenciacdo entre as espécies do grupo fraterculus e a construcdo de arvore de espécie para as

espécies aqui estudadas.
2.2 Objetivos Especificos

e Averiguar possiveis desvios de neutralidade, e papel de sele¢cdo em sua diferenciacdo para
cada um dos genes estudados,

e Avaliar diferenciacdo intra e interespecifica atraveés do estudo dos genes investigados,
e Detectar taxas de migracdo entre 0s grupos € as especies,

e Estimar arvores de genes e arvores de espécies.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Coleta e Manutencao das Espécies

Os espécimes foram oriundos de coletas ou recebimento de frutas como manga, goiaba,
seriguela, acerola, pitanga, carambola entre varias outras que possuem endocarpo carnoso. Quando
houve coleta, esta se fez em areas preferencialmente de reduzida intervencdo humana coletando
frutos diretamente do pé ou que estejam no chdo ha pouco tempo. No laboratorio, as frutas foram
depositadas em caixas de acrilico chamadas de gaiolas que seguem as seguintes dimensdes 50 x 50
x 40 cm, forradas com vermiculita expandida para sua apropriada acomodacdo. As caixas de
acrilico foram etiquetadas com localidade, dia da coleta, espécie (ap0s identificacdo), e 0 nimero da

geracdo desde a coleta da natureza.

No decorrer de uma semana a duas, as larvas contidas nas frutas vdo para o substrato de
vermiculita aonde irdo empupar. As pupas permanecem enterradas na vermiculita até que esta seja
peneirada para que proceda a separacdo das pupas do substrato. Entdo sdo acondicionadas em
recipiente de vidro com pouco substrato para manter a umidade durante a metamorfose e resguardar

a integridade da mosca até sua emergéncia para a vida adulta.

Até o terceiro dia apés a eclosdo, as jovens moscas foram separadas por espécie e sexo de
acordo com caracteres morfoldgicos. As populacdes formadas a partir dessas moscas (10 machos e
10 fémeas por gaiola) foram mantidas em recipiente contendo agua e tira de papel com uma camada
de alimento a base de proteina (60 ml de mel, 180 ml de hidrolisado de proteina de milho, 36 g de
levedo de cerveja, 3 g de Sustagen sabor morango, 150 g de agUcar mascavo e 270 g de agucar
branco refinado) por 5 a 6 semanas. A partir da segunda semana foram adicionadas mangas a gaiola

para que ocorra a oviposic¢do, com 3 ou 4 trocas de frutas.
3.2 Localidades Amostradas

As amostras foram originarias de 38 localidades brasileiras (13 para A. obliqua, 16 para A.
fraterculus e 9 para A. sororcula) que foram agrupadas em sete diferentes pools representando 3
diferentes regides do Brasil, nordeste, sudeste e sul; estas divisdes ndo representam as divisoes
oficiais no Brasil. As localidades (municipios), numero de individuos por localidade, e espécies de
cada pool (grupo) seguem abaixo na Tabela 1, e na Figura 3 sdo indicado sobre o0 mapa do Brasil

as localidades que comp&em os grupos que séo representadas no mapa.
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Tabela 1. Localidades das coletas. As coletas foram separadas por grupos que representam as regifes

constituintes dos pools.

Anastrepha obliqua

Grupo I - Nordeste

Municipio UF
1 Belém PA
2 Redengio PA
3 Porto Franco MA
4 Sdo Luis MA
5 Palmas TO
6 Babagulandia TO
7 Gurupi TO
Grupo II - Sudeste

Municipio UF

8 Trés Lagoas MS
9 Estrela d'Oeste SP
10 S.J. Rio Preto SP
11 Bariri SP
12 Cachoeira de Emas SP
13 Vitoria ES

B2 B0 B B —

N o 7

[3S]

Latitude

-01°2721"
-08°01'43"
-06°20'18"
-02°31'47"
-10°12'46"
-07°1217"
-11°43'45"

Latitude
-20°45'04"
-20°17'16"
-20°49'11"
-22°0428"
-21°59'46"
-20°19'10"

Anastrepha sororcula

Grupo VI - Nordeste

Municipio UF
15 Jodo Pessoa PB
16 Recife PE
17 Bonito PE

Grupo VII - Sudeste
Municipio UF
18 Bataguassu MS
19 Campo Grande MS
20 Estrela d'Oeste SP

o RN Z

Latitude

-07°06'54"
-08°03'14"
-08°28'13"

Latitude

-21°42'51"
-20°26'34"
-20°17'16"

Longitude
-48°30'16"
-50°01'53"
-47°23'57"
-44°18'10"
-48°21'37"
-47°4525"
-49°04'07"

Longitude
-51°40'42"
-50°24'03"
-49°22'46"
-48°44'25"
-47°25'33"
-40°20'16"

Longitude
-34°51'47"
-34°52'52"
-35°43'43"

Longitude
-52°2520"
-54°38'47"
-50°24'03"

21 Bauru SP 1 -22°18'53"
22 Piracicaba SP I -22°43'31"
23 Cabo Frio RJ 1 -22°52'46"

Anastrepha fraterculus
Grupo III - Nordeste

Municipio UF N Latitude

24 Estreito MA 2 -06°33'38"
15 Jodo Pessoa PB 2 -07°06'54"
17 Bonito PE 2 -08°28'13"
25 Conceigdo Almeida BA 1 -12°46'46"

Grupo IV - Sudeste

Municipio UF N Latitude

26 Marilac MG 2 -18°3029"
27 Lagoa da Prata MG 2 -20°0121"
28 Ttabira MG 1 -19°37'09"
29 Conceigdo do Castelo ES 2 -20°22'06"
30 Vargem Alta ES 1 -20°4017"
31 Campinas SP 2 -22°5420"
32 Nova Odessa SP 2 -22°46'39"
33 Ribeirdo Preto SP 2 -21°10'39"
23 Cabo Frio RJ 2 -22°52'46"

Grupo V - Sul

Municipio UF N Latitude

34 Curitiba PR 2 -25°25'40"
35 Joinville SC 2 -26°18'16"
36 Floriandpolis SC 2 -27°35'4R"

Grupos que formam os 7 pools
UF = Unido Federativa.
NI = Numero de Individuos.

-49°03'38"
-47°38'57"
-42°01'07"

Longitude
-47°27'04"
-34°51'47"
-35°43'43"
-39°10M2"

Longitude
-42°05'02"
-45°32'37"
-43°13'37"
-41°14'38"
-41°00"25"
-47°03'39"
-47°17'45"
-47°48'37"
-42°01'07"

Longitude

-49°16"23"
-48°50'44"
-48°32'57"

Figura 3. Mapa do Brasil evidenciando os agrupamentos formados. Os ndmeros apontam os lugares de coletas, e a
mancha delimita o agrupamento das localidades para cada espécie.
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3.3 Dados Moleculares

Foram selecionados cinco genes das bibliotecas de cDNA dos aparelhos reprodutores
feminino de Anastrepha obliqua Macquart (GONCALVES et al, 2011) e masculina de A.
fraterculus (Pascual et al, 2010) existentes no laboratério, para os quais foram desenhados

conjuntos de primers para sua amplificacao.

3.4 Construcdes de Primers

Para determinar as sequéncias dos primers aqui utilizados, as sequéncias dos genes aqui
escolhidos obtidas dos contigs gerados das bibliotecas masculina e feminina de espécies de
Anastrepha foram alinhadas no programa Clustal W (THOMPSON et al, 1994) implementado no
BioEdit 7.0.9 (HALL, 1999) com outras espécies proximamente relacionadas (outros Tephritidae,
ou mesmo outros Diptera como Drosophilidae e Culicidae). Foram escolhidas regides conservadas e
preferencialmente fora da regido codificadora para o desenho dos primers. Os conjuntos de primers
foram desenhados seguindo critérios especificos como o tamanho entre 20 a 25 nucleotideos,
concentracdes de citosina e guanina entre 50% e 60% evitando repeticdes de bases. Além disso,
valores de AG e as possibilidades de Hairpin, Self-Dimer e Hetero-Dimer foram calculados no

programa OligoAnalyzer 3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/)

visando reduzir a producdo de artefatos nas reacdes de amplificagéo.

Os conjuntos de primers (Tabela 2) foram testados em diferentes condi¢des de temperatura
e concentracdo de Cloreto de Magnésio (MgCl,), para estipular as melhores condi¢cdes de
amplificacdo. Os reagentes foram utilizados nas seguintes concentracdes: MgCl,, 1,5 mM Tris-HCI
pH =9,0 10mM, KCI 50mM, BSA a 0.2pg/uL, dNTPs a 0.2mM cada, Primers forward e reverse a
0.2 uM, Taq polimerase a 0.05 U/uL e DNA a 1uL/26uL de solugao.

Tabela 2. Relacéo dos primers testados com suas respectivas temperaturas de hibridacéo (T) em
graus Celsius (°C). F e R significam forward e reverse respectivamente.

Nome Primer F (5" to 3") Primer R (5'to 3") T(°C)
CG11912 AATAATGAAGACTTTCATTGT ATTTTCGTAATGCTTCAAAGAC 52

Df31 GAAACTCCAATTGTCGAGAAAGT AACCTCTGATGATGCTTCGGAACC 58
CG10031 TGCTTCAGCATCGATCATCAC CGTCAGTCAACGCATTCCGC 64
CG16713 AAATGAAATTCTTCGCTGTAAT TATCCTTTTATTCCACGCATT 55
Lcp65Ac TCTTATTAAAGATGAAGTGTGC TGTTAGCAAAGGAACGATCA 51
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3.5 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi feita atraves de protocolo que faz uso da digestdo do material com
proteinase K em tampdo apropriado seguida de obtencdo do DNA com Tiocianato de Guanidina
(NELSON e KRAWETZ, 1992). A extracdo foi realizada individualmente para cada mosca o DNA
extraido quantificado e posteriormente aliquotas deste extraido foram agrupadas de acordo com as
localidade indicado na Tabela 1 e sombreadas na Figura 3. Os sete pools (chamados no presente

trabalho de grupos) foram montados com aliquotas de 20 ul por individuo para cada grupo.
3.6 Obtencéo e preparacdo das sequéncias para o sequenciamento

As amplificacBes dos genes aqui estudados seguiram as concentracdes padronizadas para 0s
primers na técnica de reacdo em cadeia da polimerase. Para todos os genes foram realizados 35
ciclos nas temperaturas de hibridacdo determinadas para os primers no tempo de 30 segundos. As
temperaturas e respectivos tempos padronizados para as demais etapas das reacOes foram:
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, extensdo 72°C por 55 segundos, e temperatura final de

extensdo a 72°C por 10 minutos.

Os produtos gerados nas amplificacOes de todos os genes em todas as etapas (amplificacéo
pré-clonagem e pos-clonagem) foram purificados pelo protocolo de precipitacdo diferencial com
Polietileno Glicol 8000 (LIS e SCHLEIF, 1975) e a qualidade e quantidade do material verificadas
em géis de agarose 1% corados com brometo de etidio para visualizacdo sob luz ultravioleta. O

tamanho e concentracdo dos fragmentos amplificados foram conferidos por comparagdo com

marcadores de peso molecular, GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Fermentas).

Os produtos amplificados foram individualizados através de clonagem bacteriana com o kit
de clonagem InsTAclone (Fermentas), seguindo recomendacdes do fabricante. Esta técnica permitiu
de forma simples e com uma Unica clonagem por grupo a individualizacdo dos alelos e
posteriormente uma avaliacdo global da variabilidade intra e interespecifica para cada um dos genes
aqui estudados. Para realizar a clonagem utilizamos produtos amplificados e ja purificados nas
reacOes de ligacdo com o plasmideo PTZ57R/T usado no kit acima citado, inserido em bactérias
DH50. competentes. A transformacdo foi realizada pela metodologia do choque térmico de acordo
com procedimentos padrdo utilizando 100ng de plasmideo por reacdo e plaqueados em placas de
Petri com meio de cultura seletivo (com adicdo de ampicilina na concentracdo de 0,1ug/pL), e
deixado em estufa de crescimento (na temperatura de 37°C) por 18 horas. Decorrido o tempo
necessario para o crescimento bacteriano, colénias isoladas foram selecionadas e aquecidas a 90°C
em 20 pl de &gua milliQ por 5 minutos e submetidas diretamente a reacdo de amplificacdo com
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primers M13 (DALLAS-YANG et al, 1998) para detectar as coldnias que continham os insertos.
3.7 Sequenciamento e processamento das sequéncias

As amostras amplificadas dos clones sdo novamente purificadas com PEG8000 conforme
descrito acima e ressuspendidas em &gua ultrapura (26 mL) para serem enviadas a empresa

Macrogen Inc. na Coreia do Sul (www.macrogen.com), para 0 sequenciamento em sequenciadores

ABI 3730. Os resultados foram disponibilizados eletronicamente no site da empresa.

A analise inicial do material obtido pelo sequenciamento foi feita no programa Finch TV
Version 1.4.0 disponivel no site www.geospiza.com. Este programa possibilita uma rapida e

eficiente analise das sequéncias quanto a qualidade de suas bases na visualiza¢do do cromatograma,
propiciando a rejeicdo das sequéncias de baixa qualidade através da delimitacdo pelos primers

forward e reverse, analisando somente as sequéncias entre os dois primers.

O alinhamento das sequéncias dos genes aqui obtidos com outras sequéncias similares
(supostamente ortélogos) de moscas de grupos relacionados, por exemplo tefritideos como
Rhagoletis pomonella, e drosofilideos como Drosophila melanogaster foi realizado com o programa
Clustal W, para cada gene individualmente e os alinhamentos exportados para serem utilizados em
outros programas. Com intuito de confirmar se as regiGes amplificadas correspondem as classes de
genes esperadas, foram feitas buscas sistematicas nos bancos de dados NCBI e Flybase a partir
tanto das sequéncias de DNA originais quanto de sua tradu¢cdo em aminoacidos, o que foi realizado

no site http://insilico.ehu.es/translate/.

3.8 Analises dos dados

3.8.1 Testes de Neutralidade e Indice de Polimorfismo

Métodos que levam em consideracdo « (relagdo entre substituicdes sindbnimas e nao-
sindnimas) para inferir padrées de selecdo tém sido comumente usados para se inferir selecéo
positiva (BERLIN e SMITH, 2005; CASTRIC e VEKEMANS, 2007; CLARK e SWANSON,
2005; GALINDO et al, 2003).Tais métodos séo Uteis por permitir a identificacdo de regides nos
genes que apresentam mais alteracfes de aminoacidos do que seria esperado por acaso, indicando
regibes que poderiam estar sob selecdo positiva. Devemos, contudo, diferenciar selecdo positiva
direcional, quando ha substituicdes que favorecem aminoacidos ou conjuntos de aminoacidos
especificos em determinadas posicdes da selecdo positiva diversificadora que apresenta
substituicdes que favorecem quaisquer substituicées nucleotidicas independente do aminoacido. Isto

pode acontecer quando ha selecdo dependente de frequéncia negativa, por exemplo, em situacdes de
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selecdo sexual com favorecimento do macho raro, ou mesmo em outras situacdes nas quais ha
mudancas continuas em resposta co-evolutiva ao ambiente, tais como caracterizadas pela relacéo
parasita-hospedeiro atraves da corrida armamentista (KOSAKOVSKY-POND et al, 2007).
Estimativas de o globais e para diferentes ramos da filogenia, foram obtidas por maxima
verossimilhanca usando os softwares PAML (YANG, 2007) e o Hyphy (ver. 2.1.0)
(KOSAKOVSKY-POND et al, 2011). Arvores de maxima verossimilhanca foram inferidas no
programa PhyML v. 3.0, usando modelos evolutivos previamente inferidos no jModelTest v.0.1.1
para cada gene com oito sequéncias, sendo 4 correspondentes ao grupo Anastrepha, uma de
Rhagoletis pomonella e diferentes espécies de Drosophila, (D. melanogaster, D. mojavensis e D.
grimshawi para os genes CG16713, CG11912, CG10031; D. melanogaster, D. mojavensis e D.
yakuba para o gene Df31; D. melanogaster, D. willistoni e D. virilis para o gene Lcp65Ac). Estes
testes utilizam apenas um espécime de cada espécie de Anastrepha porque estes modelos evolutivos
lidam com estimativas de @ que sdo estimativas que tém maior confianca quando estimadas em
ramos evolutivos maiores e sofrem interferéncia de polimorfismos ainda segregando nas
populacbes, de forma que a incluséo de outros espécimes de Anastrepha ndo apenas reduz os graus
de liberdade para as estimativas aqui feitas como podem levar a interpretacbes erroneas
(KRYAZHIMSKIY e PLOTKIN, 2008). Para cada gene, a arvore mais verossimil foi utilizada no
modelo MO do CODEML (pacote PAML), e seu resultado utilizado nos modelos subsequentes M1a
(modelo Nulo), MA (modelo alternativo) e MAnull (modelo nulo). Para esta andlise, cada arvore
acima mencionada foi dividida nos modelos MA (modelo alternativo) e MAnull (modelo nulo) em
dois ramos, foreground e background, enquanto no modelo Mla a arvore ndo foi subdividida.
Espécies de Anastrepha foram consideradas o ramo foreground no qual foi testada a ocorréncia de
selecdo positiva e o background destinado ao restante da arvore, considerando trés diferentes

valores para o que séo:

(1)090 <m< 1, (,0190) =le (,0290)> 1,

que foram usados nos trés modelos. No modelo M1a a arvore é considerada em sua totalidade e 0s
sitios tém liberdade para variar entre si, com 0 ® podendo assumir valores correspondentes ao wo ;.
No modelo MA, a arvore é separada em foreground e background e aqui os sitios também podem
variar entre si. No ramo foreground, ® assume os trés valores possiveis ®,, ®; e ®,. No ramo
background, as taxas dos sitios podem variar livremente entre si, desde que » assuma valores entre
®o e ®;. No modelo MAnull, a arvore também ¢ dividida em foreground e background. No ramo
foreground, as taxas dos sitios podem variar entre si € ® assume 0s trés valores possiveis @,, ®; e

®, como no modelo MA, porém com uma diferenca importante, o valor do ®, (o> 1) € alterado
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ficando fixado em 1 (®w=1). No ramo background os sitios podem variar entre si, com 0 ®
assumindo valores correspondentes a mye ;. Os modelos entdo sdo contrastados em dois diferentes
testes, o0 relaxed branch-site test, que usa os modelos MA X Mla e o strict branch-site test que
utiliza os modelos MA X MAnull.

As metodologias implementadas no CODEML podem ser usadas para se detectar selecdo
positiva agindo em uma linhagem particular (foreground) da arvore filogenética. O strict branch-
site test é util para detectar selecdo positiva ap6s duplicacdo génica, em que uma copia duplicada
pode ter adquirido uma nova funcdo e pode ter assim evoluido a taxas aceleradas. O modelo de
sitios trata a taxa @ para qualquer sitio (cédon) no gene como uma varidvel aleatoria para a
distribuicdo estatistica, assim permitindo o variar entre cdédons. Selecdo positiva é definida como
presenca de cdédons em que » > 1. A LRT (testes de razdo de verossimilhancas) foi estimada para
comparar 0 modelo nulo que ndo permite quaisquer codons com @ > 1, contra um modelo mais
geral que o permite (utilizando o %* com os valores criticos de 3,84 e 5,99) (YANG, 2007). Para
tanto, foi utilizado o programa CODEML implementado no pacote PAML para deteccao de sinais

de selecdo positiva.

Recentemente, a amplitude da aplicabilidade do modelo do branch site test implementada no
PAML foi questionada (KOSAKOVSKY-POND et al, 2011) em func¢do de potenciais erros tipo 1 e
tipo 2, de forma que utilizamos também analises de selecdo direcional e diversificadora de acordo
com KOSAKOVSKY-POND et al, 2011) no programa Hyphy ver. 2.1.0 KOSAKOVSKY-POND
et al, 2005. Este programa também realiza andlise para selecdo positiva, porém utiliza de
metodologias distintas para sua identificacdo. O Hyphy apresenta diferencas em relacdo ao modelo
strict branch-site test (YANG, 2007), uma vez que as taxas de substituicdes podem variar de ramo
em ramo e de sitio para sitio e esta incorporacdo € realizada através de efeitos aleatorios
(Probabilidade de efeitos aleatorios — REL branch-site) (KOSAKOVSKY-POND et al, 2011). A
analise implementada no Hyphy permite o variar livremente entre os ramos da arvore, que nao
precisa estar separada nos ramos foreground e background, assim testando cada ramo
individualmente para selecdo positiva. Outros modelos utilizados sd@o os programas MEDS e
FEEDS. O programa MEDS (modelo episodico de selecdo direcional) permite diferenciar selecéo
positiva direcional da diversificadora atuando nos ramos da arvore filogenética. Por sua vez, o
programa FEEDS tem maior poder em detectar sele¢do positiva direcional. No MEDS dividimos a
arvore em ramos foreground e background para que seja detectada selecéo direcional ao longo do
ramo foreground, enquanto no ramo background assume-se que nao tenha havido selecédo direcional

(mas ndo necessariamente neutra), pois esta divisdo permite que ambos 0S ramos assumam uma
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Unica taxa de substituicdo sindnima, mas para cada ramo € permitida suas proprias taxas de
substituicdes ndo sindnimas. O FEEDS ira permitir que a taxa de substituicdo sindnima varie em
ambos 0s ramos. Pressdes seletivas por muitas vezes ndo sao constantes sobre toda a filogenia, mas
sim, restrita a subconjuntos dos ramos: isto é episodico. E a selecdo direcional atuard favorecendo
substituicdes e um ou mais aminoacidos alvos nos ramos que pode ser contrastada com a selecao
diversificadora, em que substituicdes nucleotidicas que mudam os aminoacidos sao favorecidas
independentemente de qual aminoécido os substituem em uma determinada linhagem. Portanto,
selecdo diversificadora aproxima de maneira continua mudancas co-evolutivas ambientais,
tipificado pela co-evolucédo da corrida armamentista dos patdgenos-hospedeiros. (KOSAKOVSKY -
POND et al, 2007)

Os testes de neutralidade e polimorfismo populacionais foram realizados no programa
DnaSP ver.5.10.01 (LIBRADO e ROZAS, 2009). Os seguintes testes foram realizados neste
programa, teste D de Tajima, D e F de Fu e Li, H de Fay e Wu, diversidade haplotipica, diversidade
nucleotidica e theta-W (©,). Assim os valores positivos significativos do teste D de Tajima, que se
baseia no nimero de sitios segregantes amostrados e no nimero médio de diferencas nucleotidicas
entre cada par de sequéncias, indicam um excesso de alelos com frequéncia intermediaria, quando
comparadas com as frequéncias esperadas em neutralidade, com isso, tem-se um sinal de selecédo
balanceadora. J& valores negativos de D de Tajima correspondem a um excesso de alelos com baixa
frequéncia dando sinal de sele¢do purificadora. Os valores positivos de D de Tajima também podem
ocorrer por subdivisdo populacional, enquanto valores negativos podem ser resultantes de contracéo
seguida de expansdo populacional (TAJIMA, 1989a; TAJIMA, 1989b). O teste H de Fay e Wu que
usa grupo externo leva em consideracdo o nimero médio de diferencas nucleotidicas entre os pares
de sequéncias formados pelo grupo externo e pelas sequéncias da populagdo em estudo e a
frequéncia dessas variantes na populacdo (FAY e Wu, 2000), sendo negativo caso haja excesso de
mutagOes abundantes (sinal de selecdo positiva) e positivo caso haja excesso de mutagdes
intermediarias dando sinal de selecdo balanceadora (ZENG et al, 2006). O teste D de Fu e Li é
baseado na diferenga entre @estimado a partir do nimero total de divergéncias (&) e estimado a
partir do numero total de polimorfismos (6,). O Teste F de Fu e Li sdo baseados na diferenca entre
o valor de destimado a partir do numero total de divergéncias (&) e um a partir da média de
diferencas nucleotidicas entre duas sequéncias do grupo interno (é,). Sendo 6; uma estimativa das
mutacOes antigas, €, e 6, das mutacOes recentes. Valores de D e F de Fu e Li serdo negativos
quando a proporcdo de mutacGes recentes forem maiores e serdo positivas quando forem menores
(FU e LI, 1993).
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3.8.2 Analise Populacional

O Fst par-a-par para cada um dos genes aqui estudados e os valores médios para todos 0s
genes foram calculados no software DnaSP e representados graficamente mostrando os indices

médios de Fst estimados tanto para as trés espécies quanto para 0s sete grupos.

O programa Arlequin ver 3.5.1.3 foi utilizado para analise de variancia molecular
(AMOVA) (EXCOFFIER e LISCHER, 2010). Esta analise produz estimativas de componentes de
variancia de forma anéloga a estatistica F, refletindo a correlacdo da diversidade haplotipica em
diferentes niveis de subdivisao hierarquica. Para estas subdivisdes sdo estimados os indicies de ®st,
dct, e dsc. O st se refere a correlacdo de haplotipos aleatorios dentro da populacdo, em relagcdo aos
pares aleatorios de haplétipos extraidos de toda espécie, o dct como a correlacdo dos haplétipos
aleatérios dentro do grupo de populagdes, em relacdo aos pares de haplétipos aleatérios extraidos de
toda espécie e 0 ®sc como a correlacdo de diversidade molecular dos haplétipos aleatérios dentro
da populacdo, em relacdo aos pares de haplétipos aleatdrios extraidos da regido (EXCOFFIER et
al, 1992). A anélise de variancia molecular foi realizada considerando-se estruturas distintas,
buscando avaliar o quanto da variacdo genética é explicado pelas diferencas entre as localidades e

entre as espécies.

Inicialmente, investigamos a particdo da variacdo genética por regides e espécies. Para esta
andlise, foi montada uma estrutura com um Unico agrupamento com todos os grupos formados
(Entre Grupos). Esta anélise ndo distingue se o efeito se deve ao fato de serem espécies distintas, ou
por estarem em regides distintas. Assim, uma segunda AMOVA considerou uma estrutura com trés
agrupamentos separando A. obliqua, A. fraterculus e A. sororcula para avaliar 0 quanto da variacao
seria explicada tanto pela diferenca entre espécies ou pelas diferengas entre individuos de uma
mesma espécie mas de grupos diferentes (Espécies Agrupadas). Buscando separar o efeito
geogréfico, realizamos outra anélise que considerou apenas o efeito das separagdes entre as regides
geograficas, independente dos individuos pertencerem ou ndo a mesma espécie, separando a regido
nordeste e norte da regido sudeste e da regido sul (Entre Regides). Finalmente, foi realizada uma
analise em que apenas a separacdo das espécies foi considerada, sem se considerar as diferencas

geograficas entre as mesmas (Por Espécie).
3.8.3 Rede Haplotipica

Uma rede haplotipica permite a incorporacdo de informacgdes genealdgicas associadas com

niveis de divergéncia para a inferéncia das relacGes entre os haplotipos. Tais redes haplotipicas
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podem ser criadas com dados de sitios de restricdo ou com sequéncias de nucleotideos, e sdo
particularmente Uteis para inferir genealogias quando a divergéncia entre os haplotipos é baixa. As
relacbes genealdgicas entre as sequéncias obtidas para os genes aqui estudados foram feitas por
parcimoénia estatistica, respeitando os limites de 95% da parcimbénia, usando o algoritmo
desenvolvido por TEMPLETON et al. (1992) e implementado no programa TCS v. 1.21
(CLEMENT et al, 2000) (disponivel no site: http://darwin.uvigo.es/software/tcs.html). Esta analise

foi realizada com a regido codificante dos genes que possuem introns, ou seja, CG16713, Lcp65Ac,
Df31, e CG10031.

3.8.4 Analise de Migracao

Para a obtencdo das taxas de migracdo foi utilizado o programa Migrate-n (BEERLI e
PALCZEWSKI, 2010) que estima as taxas de migragdes passadas entre n popula¢des, assumindo o
modelo de matriz de migragdo com migragdo assimétrica e em diferentes tamanhos das
subpopulacdes, utilizando a metodologia de maxima verossimilhanca para estimar todos o0s
parametros em conjunto. Foram realizadas 20 cadeias curtas, amostradas 50000 arvores, destas 500
foram gravadas. Foram feitas 4 cadeias longas nas quais foram amostradas 500000 arvores que
tiveram 5000 gravadas, e os valores de theta e migracdo foram estimados por Fst. O modelo de
migracdo € por matriz com theta variavel, com taxas de mutacdo constantes em todos os loci. Este

programa esta disponivel em http://popgen.sc.fsu.edu/Migrate/ Migrate-n.html.

3.8.5 Arvore de Espécies

BUCKY é um programa para combinar os sinais filogenéticos de varios loci ortélogos com
potencial conflito em suas arvores filogenéticas. A principal arvore de concordancia estimada
resume o sinal vertical filogenético compartilhado pela maior proporcdo de loci, enquanto estima
fatores de concordancia (FC) e fornece informacdes sobre o sinal horizontal. BUCKyY toma como
entrada os arquivos de topologia de arvores geradas pela analise Bayesiana de cada locus
individualmente pelo programa MrBayes v. 3.1.2. Neste caso, este programa gerou um total de 2
milhdes de arvores que foram amostradas a cada 100. O programa mbsum sumariza as arvores
obtidas pelo MrBayes para um valor desejado criando o output necessario para analise bayesiana no
programa BUCKYy. Vinte mil arvores amostradas no MrBayes foram sumarizadas para 5 mil para
cada gene. O BUCKYy a partir destes outputs realiza a analise bayesiana que consiste da amostra de
arvores de genes de sua distribuicdo conjunta a partir da qual os fatores de confianga sdo estimados
com intervalos de confianca. Finalmente, esses fatores de concordancia sdo usados para produzir o

output principal, uma arvore de concordancia da populacdo (LARGET et al, 2010). A arvore de
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espécie obtida pelo BUCKy com 0s 5 genes contou com 24.957 diferentes topologias de arvores.
Uma recente comparacdo entre duas metodologias de andlises bayesianas de inferéncia de arvores,
demonstrou que o BUCKYy além de ser mais rapido na anélise (contando desde da primeira analise
realizada no MrBayes até a obtencdo da arvore de concordancia pelo BUCKYy propriamente dito) do
que o BEST (Bayesian estimation of species trees), também é eficiente tendo demostrado na sua

adequac&o ao modelo coalescente provado ter baixa taxa de erro Tipo | (CHUNG e ANE, 2011).
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e
4 Resultados
4.1 Primers e Alinhamento

Na Tabela 1 sdo mostrados os cinco conjuntos de primers desenhados. As amplificagdes
com estes primers foram bem sucedidas e resultaram em produtos amplificados que correspondiam
as regides esperadas. A clonagem destes produtos atingiu em média 85% de coldnias positivas que
geraram 345 sequéncias com qualidade para serem utilizadas. Os alinhamentos dos genes CG10031,
Df31, Lcp65Ac, CG11912 e CG16713 estdo apresentados no Anexo 1.

Os fragmentos sequenciados ndo abrangem necessariamente toda a extensdo dos genes
estudados, como é demostrado graficamente na Figura 4 em funcdo da necessidade de adequacao
do posicionamento dos primers. Para o gene similar a CG10031, uma serpina, foram sequenciados
451 nucleotideos com um intron de 65 nucleotideos. Isso corresponde a todos os 78 aminoécidos
inferidos para a ORF de A. obliqua, em contraste aos 84 observados em D. melanogaster. O gene
similar a CG11912, uma protease com atividade endopeptidase tipo serina, apresentou 837
nucleotideos e ndo apresentou intron, correspondendo a todos 0s 268 aminoacidos inferidos da ORF
de A. obliqua, em contraste aos 270 observados em D. melanogaster. O gene Df31, Sperm
Decondensation Factor (Fator de descondensacdo de espermatozoide) teve 471 nucleotideos
sequenciados, com um intron de 58 nucleotideos. O primer forward deste gene foi posicionado apds
0 1° intron em funcdo do tamanho do mesmo em Drosophila melanogaster ser maior do que 1 kb, o
que dificultaria sua amplificacdo gen6mica, e também que o 1° éxon codifica para apenas 7
aminoacidos em Anastrepha obliqua (9 em D. melanogaster). Dessa forma, o produto amplificado
correspondeu a 136 aminoacidos sequenciados de um total de 141 inferidos do contig de A. obliqua.
A proteina de cuticula Lcp65Ac apresenta 594 nucleotideos com um intron de 236 nucleotideos
localizado proximo ao centro do gene, correspondendo a todos os 104 aminoacidos inferidos para a
ORF de A. obliqua em comparacdo com os 109 observados em D. melanogaster e a serpina
CG16713 possui 324 nucleotideos com intron de 60 nucleotideos na posicdo proximal,
correspondendo a todos os 84 amino&cidos inferidos para a ORF de A. obliqgua em comparagdo com
0s 82 observados em D. melanogaster. A Figura 4 mostra graficamente os genes usados neste
trabalho, alinhados com seus supostamente homologos em Drosophila melanogaster indicando seus

introns e a regido correspondente sequenciada.
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Figura 4. RegiGes amplificadas, evidenciando as regides dos introns e exons de cada gene e o tamanho
sequenciado em Anastrepha sp. em comparacao a sequéncias em Drosophila melanogaster.

4.2 Analises

4.2.1 Testes de Neutralidade e indice de Polimorfismo

As analises para os testes de selecdo positiva foram realizadas nos programas PAML
(CODEML) e PhyML, os testes para selecdo diversificadora e direcional no programa PhyML
mostrados nas Tabelas 3 e 4, o teste neutralidade e indice de polimorfismo, realizado no programa
DnaSP, e mostrados na Tabela 5. As arvores geradas no PhyML para cada gene evidenciando os
ramos foreground e background que foram usadas no PAML estdo expostas para cada gene que
podem ser vistas no Anexo 2 de acordo com os seguintes modelos evolutivos, inferidos pelo
programa jModelTest ver 1.1: K80+G (-InL = 1027,9084 e gamma = 0,291) para CG16713,
TrNef+I+G (-InL = 4037,8338 e gamma = 0,29) para CG11912, TPM3+g (-InL = 1379,1533 e
gamma = 0,509) para CG10031, TPM3uf+G (-InL = 1024,9902 e gamma = 0,5860) para Df31 e
TIM3+G (-InL = 2143,4574 e gamma = 1,4900) para Lcp65Ac.
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Tabela 3. Testes de selecdo positiva realizados no PAML (CODEML).

Resultados

CG10031 Lepb65Ac
Model | LnL (Log Likelihood) | Contraste entre os Modelos Model | LnL (Log Likelihood) | Contraste entre os Modelos
1-) Branch-site test 1 (relaxed branch-site test) Contraste LRT |DF|Prob X* 1-) Branch-site test 1 (relaxed branch-site test) Contraste LRT |DF|Prob X*
Mla -1094.678 RBST-1 [MAxMla 1691 2 0.000213%**| |Mla -1144.706 RBST-1 |[MAxMla 4787 2 0.091297
MA -1086.223 SBST-2 |MAxMAnull |2.438]1 0.118432| [MA -1142.313 SBST-2 |MAxMAnull |2.995] 1 0.083531
2) Branch-site test 2 (strict branch-site test) 2) Branch-site test 2 (strict branch-site test)
MA null -1087.442 MA null -1143.810
MA -1086.223 MA -1142.313
CG11912 Df31
Model | LnL (Log Likelihood) | Contraste entre os Modelos Model | LnL (Log Likelihood) | Contraste entre os Modelos
1-) Branch-site test 1 (relaxed branch-site test) Contraste LRT |DF|Prob X? 1-) Branch-site test | (relaxed branch-site test) Contraste LRT |DF|Prob X?
Mla -3789.466 RBST-1 [MAxMla 26.51] 2 0.000002%*%*| IMla -1657.099 RBST-1 |[MAxMla 4879 2 0.087189
MA -3776.209 SBST-2 [MAxMAnull |7.772] 1 0.005305%*| [MA -1654.660 SBST-2 |MAxMAnull |2.983] 1 0.084159
2) Branch-site test 2 (strict branch-site test) 2) Branch-site test 2 (strict branch-site test)
MA null -3780.095 MA null -1656.151
MA -3776.209 MA -1654.660
CG16713 Legenda
Model | LnL (Log Likelihood) | Contraste entre os Modelos Prob X* Pmbabili(_iade em uma distribui¢io de qui-quadrado
1-) Branch-site test 1 (relaxed branch-site test) Contraste LRT |DF|Prob X2 DF Grau de liberdade
Mla J1237.139 RBST- 1 |MAx Mla 509 |2 0.074634 ma x"je:" 21‘:“"(:’“;' _— D e
odelo Alternativo - (wy < 1, @; = 1, o,
ZMz; — — b—123h4:.’)44 SBST-2 |MAxMAnull |0.283] 1 0.594654 MA null [Modelo Nulo - (e < 1. @y 1 & 0 0, fivado em 1)
) Branch-site test 2 (strict branch-site test) LRT Likelihood ratio tests
MA null -1234.685 RBST relaxed branch-site test
MA -1234.544 SBST strict branch-site test
*p < 0,05, **p < 0,01 e p*** < 0.001
Tabela 4. Testes de selegéo positiva realizados no software Hyphy
Gene MEDS FEEDS branch-site REL
CG10031 0 sitios 9 sitios (21, 23, 30, 36, 48, 49, 62, 77, 80) 0,00597
CG11912 0 sitios 9sitios (3, 30, 63, 82, 139, 143, 178, 200, 202) 0,0004
Df31 1sitio (164) 3sitios (72, 91, 143) > 0,05
Lcp65Ac 1 sitio (78) 0 sitios > 0,05
CG16713 0 sitios 1sitio (42) > 0,05

<
b
n
n
S

+

walldlay
frmg‘a‘h

% B
Lopylagh®

26



I
Tabela 5. Testes de neutralidade e indices de polimorfismos para cada gene.

Resultados

indice de polimorfismo e teste de neutralidade Indice de polimorfismo e teste de neutralidade
CG16713 CcG11912
Regido | N| S | Hd v Ow |Fu&Li's D|FuiLi's F F“ya"_'W“'s Tajima'sD|| Regido | N| S | Hd ™ Ow |Fu&Li'sD|FuaLi'sF Fa"a"_'W“'s Tajima's D
Anastrepha | 66 | 24 0.941 0.0252 | 0.0771 -1.7959 -1.985 -5.4918 -1.551 Anastrepha | 66 | 137 | 0.999 | 0.02009 | 0.0401 -1.7982 -2.1957 -64,4625* -1.733
A.obli 18| 11 0.993 | 0.0145 | 0.0259 -1.1107 1.5642 -4.0784 -1.464 A.obli 18| 18 1.000 | 0.01266 | 0.0172 -0.1291 -0.5474 -15.3725 -1.081
A.frat 28| 14 | 0.984 | 0.0221 | 0.0299 | -0.0948 -0.173 -3.7407 -0.545 A.frat 28| 84 | 0.997 | 0.01902 | 0.0307 | -0.9949 -1.4753 -33.5714 -1.469
A.soro 20 7 0.958 | 0.0142 | 0.0186 1.2295 0.9956 -3.7158 -0.552 A.soro 20| 56 0.995 | 0.01848 | 0.0212 -0.299 -0.4536 -17.8526 -0.522
O Grupo 1 10| 7 0.911 0.012 | 0.017 -1.274 -1.519 -0.622 -1.383 O Grupo 1 10| 32 1.000 0.013 0.015 -0.054 -0.293 -7.022 -0.577
O grupo 2 8 5 0.929 0.013 0.013 0.471 0.280 -1.857 0.0005 O Grupo 2 8 26 1.000 0.012 0.013 0.873 0.630 -7.500 -0.672
F crupo 3 10 5 0.933 0.017 0.015 0.592 0.821 -0.267 0.981 F crupo 3 10| 37 1.000 0.019 0.019 0.561 0.454 -3.644 0.036
F Grupo 4 9 7 0.972 | 0.020 | 0.018 -0.121 0.038 0.611 0.639 F Grupo 4 9 | 42 1.000 0.017 0.021 -0.318 -0.733 -14.556 -1.102
F Grupo s 9 6 0.944 0.013 0.015 0.636 0.414 -1.778 -0.740 F Grupo s 9 35 0.972 0.017 0.018 -0.400 -0.516 -7.250 -0.210
S Grupo 6 10 2 0.911 0.010 0.010 0.989 1.278 0.267 1.439 S Grupo & 10| 36 0.978 0.014 0.017 -0.559 -0.891 -8.533 -0.766
S Grupo 7 10| 6 0.911 0.016 | 0.018 1.272 1.154 -2.222 -0.236 S Grupo 7 10| 26 1.000 0.012 0.012 0.673 0.465 -11.822 -0.318
indice de polimorfismo e teste de neutralidade indice de polimorfismo e teste de neutralidade
LCP_65Ac CG10031
Regido | N| S Hd ™ Ow | Fu&Li's D | FudLi's F Fayiwu's Tajima's D Regidgo | N| s Hd ™ Ow |Fu&Li's D| FudLi's F Fayiwu's Tajima's D
Anastrepha | 66 | 71 0.977 0.027 0.027 -3,4775 -3,6656™ -27,9403™ -2,18373™ Anastrepha | 66 | 61 0.984 0.0254 | 0.0432 | -2,9953* -2,8642™ -9.1991 -1.394
A.obli 18| 21 0.817 | 0.0072 | 0.0155 -1.8106 -2.2908 -3.8431 -1.987 A.obli 18| 22 0.98 0.0147 | 0.0217 -0.8056 -1.165 -7.6863 -1.281
A.frat 28| 38 | 1.000 | 0.0139 | 0.0242 | -1.9538 -2.3448 -11.418 -1.672 A.frat 28| 32 | 0.979 | 0.01894 | 0.0256 | -1.3426 -1.4587 -2.9577 -0.958
A.soro 20| 24 0.979 0.013 | 0.0182 -0.5688 -0.8363 7.6211 -0.775 A.soro 20| 28 0.900 | 0.02453 | 0.0246 0.0124 0.0172 -1.5263 -0.009
O Grupo 1 10| 15 | 0.867 | 0.009 | 0.013 -1.137 -1.497 -1.600 -1.459 O Grupo 1 10| 12 | 0.978 0.010 0.013 -1.100 -1.277 -1.511 -0.944
O Grupo 2 8 9 0.786 0.006 0.009 -1.745 -2.048 -0.429 -1.723 O Grupo 2 8 16 1.000 0.019 0.022 -0.283 -0.453 -3.000 -0.623
F Grupo 3 10| 14 1.000 0.010 0.011 -0.410 -0.588 -2.667 -0.385 F Grupo 3 10| 16 1.000 0.015 0.018 -0.423 -0.606 -1.511 -0.700
F Grupo 4 9 17 | 1.000 | 0.011 0.014 -1.231 -1.520 -1.222 -1.236 F Grupo 4 9| 13 1.000 0.015 0.015 -0.079 -0.054 -0.583 0.050
F Grupo 5 9 13 0.972 0.011 0.011 0.306 0.089 -5.806 -0.172 F Grupo 5 9 11 0.961 0.011 0.013 -0.337 -0.555 -1.556 -0.507
S Grupo & 101 11 0.933 0.011 0.011 -0.094 -0.215 -2.667 0.026 S Grupo & 10| 14 0.911 0.016 0.015 0.596 0.554 0.711 0.089
S Grupo 7 10| 20 | 0.978 | 0.015 | 0.017 -0.303 -0.514 -4.267 -0.637 S Grupo 7 10| 14 | 0.667 0.010 0.015 -1.100 -1.502 -5.689 -1.5657
indice de polimorfismo e teste de neutralidade
DF 31
Regido | N| s Hd ™ ©w |Fu&Li's D | FudLi's F F"‘ya"_'W“'s Tajima's D
Anastrepha | 66 | 39 0.905 | 0.0083 | 0.0349 | -5,1671* -4,9147* -6.2956 -2,40811* Legenda
A.obli 18| 18 0.935 | 0.0083 | 0.013 -1.9473 -2.152 -3.2157 -1.402 Regides |Espécies que as Compdem Siglas e Simbolos
A.frat 28| 28 0.966 | 0.0073 | 0.010 | -3,7039"* | -3,7989** 0.7566 -2.085 O Grupo 1 Anastrepha obliqua (A.obli) N Numero de sequéncias
A.soro 20| 11 0.958 | 0.0074 | 0.0077 -2.8171 -2.9806 -0.9474 -1.536 O Grupo 2 Anastrepha obliqua (A.obli) s Numero de sitios polimérficos (segregando)
O Grupo 1 10| 13 0.933 0.008 0.011 -2.020 -2.427 -3.022 -1.976 F Grupo 3 Anastrepha fraterculus (A. frat) Hd Diversidade Haplotipica
O Grupo 2 8 10 0.964 0.010 0.010 -0.063 -0.014 -0.357 0.138 F Grupo 4 Anastrepha fraterculus (A. frat) s Diversidade Nucleotidica
F Grupo 3 10 8 0.967 0.008 0.008 -1.738 -2.029 1.067 -1.626 F Grupo 5 Anastrepha fraterculus (A. frat) Ow Theta-W
F Grupo 4 9 5 0.989 0.008 0.005 -1.636 -1.729 0.639 -0.910 S Grupo 6 Anastrepha sororcula (A.soro) P p-value
Forupos 9| 4 | o006 | 0007 | 0.004 | -2.031 -2.243 0.583 -0.689 S Grupo 7 Anastrepha sororcula (A.soro)
S Grupo & 10 8 0.944 0.007 0.007 -1.530 -1.842 -0.444 -1.127 *P < 0.05 considerando-se significancia corrigida para Bonferroni (equivalente a P < 0,01*, 0,003** e 0,001***)
S Grupo 7 10 4 0.844 0.006 0.004 -1.427 -1.544 -0.089 -0.94297 *Testes realizados com grupo externo feito com Rhagoletis pomonella
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4.2.2 Anédlise populacional

Os testes de Variancia Molecular (AMOVA) séo apresentados na Tabela 6. Na primeira
analise em que todos os grupos sdo combinados em um U(nico agrupamento, apenas O gene
CG16713 nao apresentou valores significativos para a separacao entre grupos. A segunda AMOVA,
que avalia se a geografia responde por parte da diversidade encontrada entre as regides,
independentemente da influéncia das diferencas entre as espécies, ndo indicou valores significativos
para a separacdo entre regides, embora como a primeira AMOVA tenha encontrado valores
significativos para a separacdo entre grupos para todos os genes com excecdo do CG16713.
Espécies agrupadas, que considera o quanto da variabilidade genética é explicada pela separacdo
dentro das espécies (entre os grupos de cada espécie), revela apenas um gene com parte da variagdo
sendo explicada pela separacédo entre espécies (CG11912) e por fim, a analise por espécie que traz
para como resultados a diversidade genética sendo explicada muito mais pela diversidade dentro
das espécies do que entre elas. As andlises dos indices de Fst par-a-par entre todos 0s grupos estdo
representadas na Figura 12, que revelam a baixa diversidade encontrada em A. obliqua e o
potencial fluxo génico entre as populacdes do nordeste de A. fraterculus e A. sororcula.

Tabela 6. Resultados das analises da AMOVA, para todos 0s genes, em quatro analises distintas,

Entre Grupos, por espécie e regido, Por Regido, Por Espécie. Os valores em azul sdo os valores que
apresentam significancia para P < 0,05.

Entre grupos
Lcp65Ac | Df31 |CG10031|CG11912|CG16713

Entre os Grupos 43,22***| 35,8* |87,04***156,92***| 11,65 |¢CT
Dentro dos Grupos 56,78*** | 64,2* |1296%** |43 08***| 88,35 |¢ST
Entre Regides

Lcp65Ac | Df31 |CG10031|CG11912|CG16713
Entre Regides 20,01 -76,82 -11,61 -24,08 27,29 |oCT
Entre grupos, Dentro das regides | 26 52*** | 98 61** |98 22*** |78 04***| -8 78 |$pSC
Dentro dos Grupos 53,47***| 78,22* |13,39***|46,04***| 8150 |¢ST

Espécies Agrupadas

Lcp65Ac | Df31 |CG10031|CG11912|CG16713
Entre Espécie -25,41 27,71 24,77 28,8* -44 57 |oCT
Entre grupos, Dentro das Espécies.| 65 24*** | 12 37 |63,03***|31 08***| 46,96 [¢SC
Dentro dos Grupos 60,17***| 59,92* | 12,2*** |40,12***| 97,62 |¢ST

Por espécie
Lcp65Ac | Df31 |CG10031|CG11912|CG16713
Entre Espécie 19,33%** | 11,09%** |31 51*** | 21,16***| 2,03*** |¢CT

Dentro das Espécies 80,677 | 88,91%** | 68,49%** | 78,84%** | 97,07*** |¢ST
*p < 0,05, **p < 0,01 e p*** < 0,001
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. Resultados
4.2.3 Rede Haplotipica, analise de migracgao e arvore de espécies

As redes haplotipicas das regifes codificantes para cada um dos genes analisados séo
apresentadas nas Figuras 5, 6, 7, 8 e 9 e revelam que em geral tais genes ndo definem linhagens
para as espécies aqui estudadas. No intuito de facilitar a visualizacdo destas relacOes, as redes de
hapl6tipos sdo representadas diferentemente para ressaltar possiveis relacbes entre 0s grupos,

regides e espécies.

A Figura 10 mostra a arvore de espécie originada pela analise conjunta dos 5 genes aqui
estudados realizada no programa BUCKYy, construida pela congruéncia de ramos das 24.957
diferentes topologias obtidas que revela que, com excecdo de populacdes do Nordeste de A.
fraterculus e A. sororcula, as espécies sdo definidas por linhagens bem estabelecidas. As
estimativas de migracdo (M) realizadas no programa Migrate, analisando as relagbes entre as

espécies e os diferentes grupos, estdo indicadas na Figura 11.
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Figura 5. Rede haplotipica para a regido codificante do gene CG16713, indicando as relacdes filogenéticas
entre as trés espécies estudadas neste trabalho. Para esta analise foram usadas 20 sequiéncias para A. obliqua,
29 para A. fraterculus e 20 para A. sororcula. A rede haplotipica A ressalta em cores distintas as diferentes
espécies, enquanto B realca os distintos grupos e espécies e C ressalta as amostras de diferentes regides. Os
pequenos circulos vazios sdo os hapl6tipos inferidos pelo programa TCS mas ndo observados na
amostragem.
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Figura 6. Rede haplotipica para a regido codificante do gene CG11912 indicando as relages filogenéticas
entre as trés espécies estudadas neste trabalho. Para esta analise foram usadas 20 seqliéncias para A. obliqua,
30 para A. fraterculus e 20 para A. sororcula. A rede haplotipica A ressalta em cores distintas as diferentes
espécies, enquanto B realca os distintos grupos e espécies e C ressalta as amostras de diferentes regides. Os
pequenos circulos vazios sdo os hapl6tipos inferidos pelo programa TCS mas ndo observados na

amostragem.
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5. Discussao

Neste trabalho buscamos analisar as relacbes existentes entre trés especies do grupo
fraterculus para o género Anastrepha, A. obliqua, A. fraterculus e A. sororcula. As anélises feitas
aqui visam nao apenas um melhor entendimento dos padrdes evolutivos destas espécies, suas
possiveis relacdes e estruturas populacionais, mas também uma investigacdo da utilidade de certos
genes com taxas evolutivas mais altas para tais inferéncias. Como diversas evidéncias tém indicado
que genes expressos nos tecidos reprodutivos evoluem sob taxas mais altas do que quando
comparados com genes que ndo participam dos processos reprodutivos (SWANSON e
VACQUIER, 2002; SWANSON et al, 2004), os padrdes evolutivos mais rapidos destes genes
poderiam ser utilizados como indicadores mais efetivos para distinguir entre espécies proximamente
relacionadas. Partindo deste principio, estudamos um gene considerado evolutivamente conservado
e quatro genes que codificam para proteinas potencialmente com répidas taxas evolutivas: uma
protease, duas serpinas e uma proteina cuticular. Esta estratégia buscou investigar se genes
potencialmente sujeitos a taxas evolutivas mais altas seriam mais informativos sobre a historia

evolutiva de moscas das frutas do grupo fraterculus.

O primeiro aspecto a ser avaliado é o papel da selecdo na diferenciacdo dos genes aqui
estudados. Isto foi avaliado de formas diferentes considerando tanto aspectos macroevolutivos, ao
considerar a diferenciacdo do grupo fraterculus com espécies mais distantemente relacionadas,

quanto padrdes microevolutivos, ao considerar a variagdo inter e intraspecifica no grupo fraterculus.

Quando analisamos os padrfes macroevolutivos para estes genes, encontramos um forte
sinal de selecéo positiva para a protease CG11912,detectado tanto no PAML (strict branch-site test,
p = 0,005305) quanto no Hyphy (branch-site REL, p = 0,0004). Interessantemente, o teste FEEDS
indicou nove sitios neste gene sujeitos a selecdo positiva diversificadora e nenhum sujeito a selecdo
direcional. Ja a serpina CG10031 apresenta sinais de restricdes seletivas relaxadas (ou seja, uma
evolucdo proxima & neutralidade) no PAML (relaxed branch-site test, p = 0,000213), mas
apresentando evidéncias de selecdo positiva no Hyphy (branch-site REL, p = 0,00597) e novamente
9 sitios sob selegdo positiva diversificadora e nenhum sob selecéo direcional. A diferenca nos
resultados encontrados para as analises realizadas no PAML e no HYPHY pode ser devido ao maior
poder deste Gltimo em lidar com heterogeneidades das taxas evolutivas na comparacdo de ramos
foreground e background. Por este motivo, e por termos encontrado este grande nimero de sitios
sujeitos a selecdo diversificadora, consideramos que estes dois genes apresentam evidéncias
significativas de selecdo positiva diversificadora. A andlise para os demais genes no PAML

apresentou valores quase significativos para sele¢éo positiva (p~0,08), apesar de ndo apresentar tais
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resultados no HYPHY. E possivel que estes resultados sejam apenas indicacdo de auséncia de
selecdo positiva de fato, mas estudos mais detalhados nestes genes sdo necessarios até que
possamos resolver melhor esta questdo, particularmente porque testes de MEDS e FEEDS
indicaram um namero reduzido de sitios sob selecdo positiva direcional para os genes Df31 (1 sitio)
e Lcp65Ac (1 sitio) e selecdo positiva diversificadora para o gene Df31 (3 sitios) e CG16713 (1
sitio). Outros estudos tém revelado importantes genes da cadeia sexual que estdo sujeitos a uma
combinacédo de pressdes de selecdo opostas em regides distintas do gene, selecdo purificadora em
regibes mais conservadas, e selecdo positiva em outras regides (SOBRINHO e DE BRITO, 2010;
subm). Nestes casos, 0 processo de identificacdo das forcas evolutivas agindo nestes genes é mais
complexo e muitas vezes é apenas capaz de detectar o sinal mais forte de selecdo, muitas vezes a
purificadora, uma vez que a selecdo direcional ocorre de forma mais restrita, tanto no tempo quando

no gene.

Uma vez que alguns dos genes aqui estudados apresentaram sinais de selecdo positiva
quando comparados com sequéncias de drosofilideos, buscamos investigar quais niveis de
diversidade, padrdes de selecdo e sinais filogenéticos tais genes ofereceriam para a diferenciacao

inter e intraespecifica no grupo fraterculus.

Ao considerar os niveis de diversidade apresentados pelos genes aqui estudados,
consideramos trés niveis hierarquicos. O primeiro considerou a variacdo regional, em que amostras
foram coletadas de localidades diferentes mas geograficamente proximas. Consideramos também a
variabilidade apresentada para cada espécie como um todo e finalmente consideramos toda a

linhagem Anastrepha, neste caso o grupo fraterculus.

O gene Df31 apresentou os valores mais baixos para a diversidade nucleotidica () e

também para Gy quando consideramos as espécies individualmente. Tais valores sdo compativeis
com o papel deste gene que codifica para uma chaperona, que potencialmente apresenta interagdes
in vitro com diversas histonas, e evidéncias fortes para uma funcéo estrutural no dobramento da
cromatina e associa¢0es nos mecanismos que estdo associados a este processo (GUILLEBAULT e
COTTERILL, 2007), sugerindo um padrdo de selecdo purificadora que foi indicado pelos valores
significativamente negativos para 0 género nos testes D de Tajima e D e F de Fu e Li. Apenas a
espécie A. fraterculus apresentou desvios significativo de neutralidade para este gene para D e F de
Fu e Li, 0 que pode se dever a um maior tamanho amostral para esta espécie. E também possivel
que outras forcas evolutivas estejam causando tal desvio, embora uma expansao populacional, o
outro evento mais provavel de té-lo causado, ndo seja muito provavel por néo ter sido detectada nos

outros genes aqui estudados. A rede de haplétipos do gene Df31 também apresenta padrdo de rede
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haplotipica em forma de estrela compativel com evolucdo conservada e selecdo purificadora
eliminando variacdo genética. Tal padrdo, que também pode ser explicada por uma expansdo
populacional, é funcdo da selecdo purificadora eliminando variacdo genética deletéria e mantendo
ramos curtos sem muito sinal filogenético, de forma que h& pouca diferenciacdo entre espécies e

linhagens e pouco sinal filogenético entre as espécies, como pdde ser observado.

O gene que codifica para a proteina cuticular Lcp65Ac também apresenta valores reduzidos
de Ay, sendo os mais baixos para 0s genes estudados. Interessantemente, os valores de 7 para as

espécies individualmente foram baixos, mas o valor global para o grupo fraterculus foi o mais alto
de todos os genes. Como o Df31, o gene Lcp65Ac apresentou desvios significantes da neutralidade,
para todos os testes realizados para o grupo fraterculus. No entanto, a rede haplotipica para este
gene é bastante diferente da encontrada para Df31, apresentando diversos haplotipos que definem
grupos aparentemente bem distintos dentro das espécies, alguns dos quais definidos por mutacfes
ndo-sinbnimas. Na verdade, este gene separa as trés espécies estudadas, porém subdivide A.
fraterculus basicamente em dois agrupamentos distintos. Considerando a diferenciacdo entre as
espécies aqui encontrada e a segregacao da diversidade, é possivel que o desvio de neutralidade
encontrado reflita esta heterogeneidade observada para o grupo fraterculus mais do que um papel
purificador da selecdo. Muito embora diversas proteinas de cuticula apresentem padroes
compativeis com acdo de selecdo positiva (CORNMAN et al, 2008), isso ndo acontece para todas,
uma vez que diversas destas proteinas sdo expressas em larvas e pupas e ndo estdo,
necessariamente, envolvidas com padrbes de reconhecimento especifico para a espécie
(ICONOMIDOU et al, 1999). Nao sabemos exatamente qual o papel deste gene e seu padrdo de
expressdo em Anastrepha a ndo ser que apenas uma coOpia deste gene foi obtida da biblioteca
feminina de A. obliqua, contudo, a observacéo desta segregacdo de polimorfismos entre as espécies

indica um gene promissor para estudos populacionais mais detalhados.

O gene CG10031 apresenta altos valores de &y para o grupo fraterculus bem como para
cada espécie individualmente. Os testes de desvio de neutralidade revelaram desvios negativos
significativos apenas nos testes D e F de Fu & Li. Estes testes sdo mais sensiveis para se detectar
selecdo de fundo (background selection), que ocorre quando sitios ao longo da molécula sdo
eliminados por estarem associados a outros sitios que de fato estdo sofrendo selecéo purificadora. E
possivel que esta selecdo de fundo seja reflexo da selecdo positiva diversificadora encontrada para
diversos sitios neste gene no HYPHY. A rede de hapldtipos, contudo, embora néo seja capaz de
revelar linhagens distintas para A. fraterculus e A. sororcula, separa quase totalmente A. obliqua
destas duas primeiras. Na verdade, o padrdo imbricado encontrado para as duas primeiras espécies
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ocorre principalmente com amostras destas espécies do nordeste sugerindo ou uma regido de
possivel hibridizacdo entre A. fraterculus e A. sororcula ou uma maior inabilidade em discriminar
0s espécimes desta regido. Na verdade, A. sororcula do sudeste se agrupa, na maioria dos casos,
com A. obliqua sugerindo até potencialmente uma diferenciagdo. Uma amostragem mais detalhada
para estas regides se faz necessaria, mas de qualquer forma é um gene bastante interessante, uma
vez que esta serpina foi encontrada também na biblioteca de tecidos reprodutivos femininos e é
expressa preferencialmente no corpo gorduroso, coragdo e espermateca em D. melanogaster. Dessa
forma, é possivel que este gene esteja de fato diretamente sujeito a pressao de selegdo sexual, o que

deve ser confirmado por experimentos de expressdo em tempo real.

O padrao encontrado para os genes CG16713 e CG11912 foi similar, uma vez que valores
de Ay sdo relativamente altos enquanto os de 7 ndo se destacam dos outros encontrados. Da mesma
forma, as arvores haplotipicas para estes genes apresentam grande variagdo intra e interespecifica,
porém ndo se diferenciam bem em linhagens seja por espécie ou por regides, revelando grande
segregacdo de polimorfismos ancestrais. Ha apenas um agrupamento de A. sororcula do sudeste
para 0 gene CG11912. Enquanto para o primeiro gene ndo houve nenhum teste de neutralidade que
atingisse valores de significancia, para CG11912 houve um desvio significante de neutralidade para
o0 teste H de Fay e Wu. Como este teste € mais sensivel do que os outros aqui realizados para se
detectar variacGes em frequéncias alélicas intermediarias (FU e LI, 1993), é mais sensivel para se
investigar potencial selecdo positiva, 0 que ja havia sido revelado pelos testes realizados no
HYPHY.

Os testes de desvio da neutralidade utilizados neste trabalho utilizam-se de metodologias
diferentes para detectar se 0s genes estdo evoluindo neutralmente ou se ocorre desvio da
neutralidade. Quando ha concordancia entre os testes como ocorre com 0s genes CG11912 (PAML
e H de Fay & Wu), Lcp65Ac (D, F de Fu & Li; H de Fay & Wu e D de Tajima) e Df31 (D, F de Fu
& Li e D de Tajima), aumenta a confianca na veracidade dos resultados do que pode estar
ocorrendo com as espécies. Neste trabalho encontramos que os resultados significativos obtidos
desvios de neutralidade sdo quase exclusivamente para o grupo fraterculus o que pode indicar que a
presenca de polimorfismo ancestral ainda segregando (ou subestrutura populacional) limita o poder
destes testes ou mesmo que apenas na analise conjunta atingimos grau de liberdade suficiente para

resgatar tal poder.

A andlise populacional da variacdo nestes genes indica que apesar de diversos haplotipos
apresentarem dispersao por vérias regifes sem associa¢do quer com regides geograficas, quer com

limites especificos, uma parcela relevante da variacdo genética apresentou tal associa¢do. Quando
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quantificamos a parcela da variacdo genética total que seria explicada pela separacdo entre 0s
grupos, que sdo na verdade a separacdo das espécies por diferentes regides geograficas, quase todos
0s genes apresentaram uma parcela significante da variagdo, que variou, quando significante, entre
35,8% para o0 Df31 e 87,4% para 0 CG10031, explicada pela separacéo entre regides nas espécies,
indicando que ha sinal informativo sobre a separacdo entre as espécies e ainda sobre a variacao
intraespecifica. Contudo, se considerarmos apenas esta variacdo geografica, desconsiderando a qual
espécie os individuos pertencem, este valor se reduz drasticamente e nenhum dos genes apresentou
variacdo explicada pelas separa¢Bes geograficas desconsiderando as espécies. Por outro lado, se
incluimos na andlise um nivel a mais que indicaria a separacao entre as espécies, apenas um dos
genes, CG11912, apresenta uma parcela significativa da variacdo (embora ndo muito alta, 28,8%)
explicada pela separacdo das espécies, considerando também a separacdo entre as regides. A maior
parte da variacdo continua alocada a separacao das regides neste caso no contexto das espécies, mas
isso ndo é surpreendente ja que apenas para A. fraterculus ha mais do que duas regifes por espécie,
confundindo o sinal da separacdo entre as regides e entre as espécies. Por este motivo incluimos
mais um contraste, considerando apenas 0 quanto a variacao genética é explicada pelas diferencas
entre as espécies. Neste caso, todos 0s genes apresentaram valores significativos, mas que variam
de 2% (para CG16713) a 31% (para CG10031). Isso indica que existe de fato uma parcela da
variacdo genética que é explicada pelas diferencas entre as espécies, mas esse valor ndo é muito
alto, e mais da variacdo é explicada pelos agrupamentos regionais (em se considerando as espécies).
Isso pode refletir uma heterogeneidade intraespecifica ou mesmo que ha questdes de definigdes
especificas que necessitam reconsideracdo. Em suma, as analises de AMOVA indicam que ha sinal
significante da variacdo genética explicada pela diferenca entre as espécies, e também entre as
regides distintas na mesma, sugerindo que esta variagcdo pode estar trazendo informacéo relevante
sobre o processo de diferenciacdo deste grupo. Contudo, parte da variacdo genética ndo € explicada
pela separacdo entre as espécies, e devemos investigar se isso pode ser devido ao fluxo génico entre

as populacOes e espécies, ou a segregacdo de polimorfismos ancestrais.

Para avaliar os niveis de fluxo génico entre as regides e espécies consideramos inicialmente
um modelo simples de estimativa de Fst par-a-par que revelam uma baixa divergéncia entre
populagdes de A. obliqua entre si, mas valores altos para quase todos os outros contrastes. Estes
dados indicam que as populacOes de A. obliqua das regides nordeste e sudeste comportam-se como
se fosse uma unica grande populacéo apresentando valores de Fst entre trés (A. fraterculus) e quatro
(A. sororcula) vezes menor do que as divergéncias intraspecificas de outras espécies do grupo. Por

outro lado, todos os outros contrastes incluindo as trés espécies das diversas regides amostradas
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I Discussao

apresentaram valores de Fst superiores a 0,1 com excecdo do contraste entre populacBes do
nordeste para A. fraterculus e A. sororcula. O baixo valor de Fst (0,07) encontrado para estas
populagdes sugere a existéncia ou de polimorfismos ancestrais ainda segregando nestas populagdes,
potencial fluxo génico ou mesmo a existéncia de espécies cripticas que podem ndo ter sido
corretamente identificadas em nosso estudo. Este padrdo é compativel com o que vinha sendo
observado nas redes haplotipicas, mas seria importante uma melhor quantificacdo do fluxo génico
entre estas regides e espécies, que foi feita por méxima verossimilhanca e corroborou em parte estes

resultados.

Os resultados da anélise de fluxo génico indicam alguns aspectos interessantes. O primeiro
deles é que ha de fato, muita inferéncia de fluxo génico, tanto entre as espécies, quanto entre as
regides. Na analise em que apenas consideramos a separacdo por espécies fica claro que A. obliqua
se apresenta mais isolada do que as outras, mas mesmo assim os valores de fluxo génico de outras
espécies do grupo fraterculus para A. obliqua gira entre 2 e 4, valores teoricamente mais do que
suficientes para levar a panmixia, caso estes genes estivessem evoluindo neutramente. Todos 0s
outros contrastes apresentam valores significantemente maiores do que 4 e indicam um alto
potencial de compartilhamento de variacdo genética. Padrdes similares foram encontrados quando
consideramos uma analise por grupo, na qual fica evidente o maior isolamento entre A. obliqua e as
outras espécies aqui estudadas. O grupo 2, A. obliqua do sudeste, mostra-se bastante isolado e
apresentando fluxo génico unicamente com A. sororcula ndo recebendo migrantes de nenhuma
espécie, exceto de sua propria espécie. O grupo 1, A obliqua do Norte/Centro Oeste, por sua vez
ndo envia migrantes para A. sororcula, mas recebe migrantes de A. sororcula de ambos 0s grupos e
também recebe migrantes de A. fraterculus pelo grupo 3;. A. sororcula s6 ndo envia migrantes para
0 grupo 3 (A. fraterculus), além do ja mencionado grupo 2 (A. obliqua). A. sororcula como espécie
receptora nao recebe migrantes do grupo 1 (A. obliqua) e o grupo 6 ndo recebe migrantes do grupo
5 (A. fraterculus), o grupo 7 ndo recebe migrantes do grupo 4 (A. fraterculus). E importante
ressaltar que estas inferéncias de potencial fluxo génico sdo influenciadas pela existéncia de fluxo
génico ancestral, de forma que estes valores podem estar grandemente inflados caso haja a
manutencdo de polimorfismos transespecificos nestas espécies. Uma caracteristica interessante
nesta analise ocorre entre A. fraterculus e A. sororcula do nordeste (grupos 3 e 6 respectivamente),
mesmo que nds tenhamos detectado uma regido que apresenta relativa coesdo para estas espécies,
como ja mostrado pela rede de haplotipo (Figura 6C) e também mostrado na arvore de espécie
(Figura 9), a migracdo entre estas espécies apresenta padrdes desiguais, fazendo com que A.

sororcula (grupo 6) comporte-se como uma espécie receptora de migrantes e A. fraterculus como
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doadora de migrantes para este caso do nordeste. E este canal com fluxo de migrantes entre A.
fraterculus e A. sororcula pode ser o principal responsavel pelos resultados que apontam um alto
relacionamento destas espécies que pode refletir facilidades diferentes de cruzamento intraspecifico
ou mesmo de sobrevivéncia do eventual hibrido na natureza. N&o obstante, estes resultados
merecem uma investigacdo mais profunda buscando eliminar potenciais espécies cripticas e erros de

identificacdo buscando confirmar tal padréo.

Ap0s observar os resultados das redes de hapldtipos e da variancia molecular fica a duvida
de como esta a relacdo filogenética entre estas espécies. A questdo mais importante que se impde é
se toda a variacao que encontramos revela a existéncia de troca de material genético entre diferentes
linhagens, o que indicaria que a definicdo das espécies neste grupo mereceria reconsideracdo ou se
estamos basicamente lidando com a segregacdo de polimorfismos ancestrais e as espécies seriam de
fato linhagens evolutivas independentes que ndo estariam, na maior parte das vezes, trocando
material genético. E uma tentativa de inferir esta relacdo foi através do programa BUCKYy que gerou
uma arvore de espécie por concordancia de ramos com resultados interessantes. O BUCKYy utiliza
em suas analises da abordagem bayesiana de concordéancia (BCA) que trata de um método
alternativo que ira integrar incertezas sobre a arvore de genes e ndo ira criar qualquer suposi¢édo
particular sobre os motivos de discordancia. O BCA gera um agrupamento ndo paramétrico de
genes com o compartilhamento de informacgdes cruzadas dos genes. Com isso 0 BUCKYy torna-se
um programa para combinar varios loci ortdlogos com potencial conflito entre suas arvores
filogenéticas. As estimativas de concordancia das arvores primarias resumem o sinal filogenético
vertical da concordancia da maior proporcao de loci. (LARGET et al, 2010). Isso ndo quer dizer que

este sinal seja 0 Unico existente nos genes investigados, mas sera o principal.

Uma caracteristica interessante encontra-se em A. fraterculus, que apresenta maior
estruturacdo populacional do que A. obliqua, geograficamente mais homogénea. O BUCKYy indica
gue A. obliqua e A. sororcula formam uma linhagem separada de A. fraterculus e A. sororcula do
nordeste. Este Gltimo ramo é interessante e pode ser explicado pela possibilidade da amostragem
destas referidas espécies (grupo 3 e 6) ter sido feita em uma regido de coexisténcia e de possivel
hibridizacdo. Se de fato este padrdo é reflexo de hibridizagdo, entdo a analise do BUCKy é
interessante uma vez que mostra que as espécies aqui estudadas formariam linhagens bem definidas
com excecdo da regido em que hibridizam. Por outro lado, caso esta hibridizagdo ndo se confirme,
entdo teriamos indicacdo (embora sem grande suporte estatistico, dado os baixos valores de suporte
para estes ramos definidos em A. fraterculus e A. sororcula e baixo suporte no estudo individual de

cada gene, de diversas linhagens para estas duas espécies, 0 que corroboraria estudos anteriores que
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afirmam que a espécie A. fraterculus ndo seria monofilética (SILVA e BARR, 2006). No entanto, a
analise conjunta dos dados dos genes aqui estudados sugere ser mais provavel que esteja havendo
algum processo de troca de material genético no nordeste, que é sugerida pelas estimativas de fluxo
génico aqui inferidas.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram pontos especificos para estes
organismos. A. obliqua parece comportar-se como uma espécie de maior coesdo e algo diferenciada
em relagcdo as outras duas aqui estudadas. A sugestiva coesdo de A. obliqua contrasta com 0s
resultados de SMITH-CALDAS et al (2001) que sugeriram para esta espécie, a partir de dados de
COl, um potencial complexo de espécies. Por sua vez, A fraterculus apresenta maior variabilidade
genética, o que ja foi indicado por dados de isozimas (STECK, 1991) e moleculares (SMITH-
CALDAS, et al, 2001) e apresenta-se como uma espécie possivelmente subestruturada o que pode
ser reflexo tanto desta variabilidade populacional quanto da existéncia de espécies cripticas ja
sugeridas por outro autores (SELIVON et al, 2002 SELIVON et al, 1997; SELIVON et al, 2005b
STECK, 1991). Finalmente, A. fraterculus aparece na arvore de espécies filogeneticamente mais
proxima a A. sororcula a quem &, na verdade, morfologicamente mais similar. No entanto, em
virtude da potencial hibridizagcdo, ou retencdo de polimorfismos ancestrais encontrados para as
populacdes do nordeste para estas espécies, tal proximidade pode ser reflexo destes processos. Por
sua vez, A sororcula expde claramente uma forte coesdo no sudeste, que se mostra como uma
linhagem coesa, mas 0 mesmo néo pode ser afirmado para A. sororcula do nordeste que apresenta
um grande compartilhamento de hapl6tipos com A. fraterculus do nordeste, sugerindo que possa
estar ocorrendo hibridizacdo. Embora a amostragem aqui realizada tenha sido razoavelmente
extensa, ndo chega perto da amplitude da distribuicdo das espécies e muito menos consegue
representar uma amostra significativa por regido. Assim, estudos com maior com maior
amostragem poderdo fornecer uma melhor evidéncia das possiveis relagdes existentes entre estas

espécies e quem sabe melhor considerar as diversidades regionais e polimorfismos ancestrais.
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6. Conclusoes

Proteinas relacionadas a tecidos reprodutivos tendem a ter taxas evolutivas mais altas do que
proteinas de tecidos ndo reprodutivos. Neste trabalho encontramos dois dos genes sob selecdo
positiva e grande variabilidade populacional para todos os genes de tecidos reprodutivos, com
excecdo do Df31, que embora também marginalmente relacionado a tecidos reprodutivos tem
funcdo molecularmente mais conservada de chaperona associado a histonas. Outro ponto evidente
dos resultados apresentados é a necessidade do uso de varios genes para deteccdo da histdria
evolutiva, uma vez que genes diferentes podem apresentar historias diferentes dependendo das taxas
evolutivas e dos ambientes vivenciados por estes genes e também, o grau de polimorfismo ancestral
que eles apresentam e de sua manutencdo na espécie pelas migracdes encontradas. A menos que
estejamos lidando com os genes diretamente envolvidos com o processo de diferenciacdo das
espécies, os chamados genes de especiacdo (ORR et al, 2004), os sinais filogenéticos serdo em parte
“embaralhados” pelos processos estocasticos o que diminui o potencial de inferéncia a menos que

diversos genes sejam considerados.

O uso de cinco genes envolvidos em processos reprodutivos trouxe maiores esclarecimentos
para o entendimento das possiveis relacbes entre estas espécies. Dentre estes, 0s genes CG10031 e
CG11912 apresentaram sinais de selec@o positiva diversificadora, outros apresentaram sinais mais
fracos de selecdo direcional (Df31 e Lcp65Ac) e diversificadora (Df31, CG16713, CG11912 e
CG10031). Embora o estudo da variacdo individual dos genes aqui investigados ndo indique
nenhum gene cuja variacao esteja completamente associada as diferencas entre as espécies do grupo
fraterculus, trouxeram informacOes relevantes para tal estudo. Alguns dos genes apresentaram
sinais informativos tanto para diferenciacfes entre espécies, ou mesmo para identificacdo de

variacao regional.

A analise conjunta destes genes nos permite indicar potenciais linhagens evolutivas que, no
geral, sdo coerentes com a classificacdo das especies aqui estudadas. Tal analise sugere coesao de A.
obliqua, que se apresenta com menor diversidade em relagdo as outras espécies aqui estudadas. Por
sua vez, A. sororcula apresenta uma linhagem bem definida nas populagdes do sudeste, enquanto as
populacdes do nordeste apresentam grande sobreposicdo com espécimes de Anastrepha fraterculus
também do nordeste, que pode ser resultado de troca de material genético atual ou muito recente. Se
desconsiderarmos as populagOes do nordeste tanto para A. fraterculus como para A. sororcula, estas
espécies se apresentam como potenciais linhagens evolutivas distintas. De outra forma indicaria que
A. fraterculus, e mesmo A. sororcula, seria um complexo de espécies cripticas, corroborando

sugestdes de estudos anteriores.
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S Conclusées
A diversidade encontrada para a maioria destes genes, tanto regionalmente quanto entre

populacdes e até espécies sugere que estes genes sdo marcadores interessantes para o entendimento
das espécies aqui estudadas, bem como para o estudo das relagfes entre estas e outras do grupo
fraterculus. No entanto, novos estudos se fazem necessarios para um melhor entendimento da
dindmica destas populacdes, principalmente na regido nordeste, a fim de confirmar a potencial
hibridizacdo entre A. fraterculus e A. sororcula. Para tanto novas analises que ampliardo as

populagdes analisadas poderdo fornecer melhores indicativos dos processos evolutivos envolvidos

na diferenciagdo deste grupo de espécies.
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ANEXO 1:

Alinhamento do gene Cg16713
Alinhamento do gene amplificado com o Primer CG16713 que confirma sua identidade com o representante de Drosophila melanogaster.
CG16713 - D. melanogaster.

Exon1l Intron 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
M K F F AV ILAVY F-AILTISGTCST F - AL KD
agttgcaaaaaaatttattatcaaactaagattttaggtaatcttttaaaaaatgaaattcttcgctgtaattttggetgtttte---gcgcttatceggectgectegtte---gcgttaaaggatg
M K F F AV ILAVY F-AILTISGTCST F - AL KD
atgaaattcttcgctgtaattttggctgttttc---gcgecttatcggetgetcattec---gccttaaaggatgg----taagtttgagagaactaaagactaagtggcccactgtaatttatt-cttttcata------------- tt
M K F FAVIFAV F-ATLTIGT CST F-ATLKID
atgaaattcttcgctgtaatttttgctgttttc— gcgcttatcggctgctcattc -gccttaaaggatgg----taagtttgagagaactaaagactaagtagcccactgtaatttatt-attttcata------------- tt
AV F - G C s F - A L K D
atgaaattcttcgctgtaattttggctgttttc—-—gcgcttatcggctgctcattc -gcgttaaaggatgg----taagtttgagagaactaaagactaagtagcccgetgtaatttatt-attttcata------------- tt
M K L L - L VF VF VA FVANA ATIL-ATLKN
atqaaactqttg———attttqgttttcgtgtttgthcttttqtqgccaacgccttq-—-qccctgaaaaatqg—-—-ttqgttc ------- ctaactgttca-taactcaaattggtttgta-atctg-aaa------------- tt
M K I L - VS FVVLVVs IS s CF - ATL KN
atgaagattctg---gtgtcgttcgtagtactcgttgtctcaattagcagetgtttt---gcgctcaaaaatggtgaaactctatttagggatttcaaaaatcatttaatatatatatatgtatttatttttttaaattatatg-taa
M K F F - VL L VVILAATLTFUV S CULARBRMATPI KN
atgaagtttttc---gtgttgcttgtggtgctcgetgecectttttgtcagetgecttgeggececcccaaaaatgg-——---- tgtgttgtgattttttgaat-gccttacatagaattatttattaaatctgata---------- tgttc
M K F L A I F L M L A A S W A L K H
atgaagttcctt---gctatatttttaatgttggctgectttgtggcaacttectgg---gccctgaaacateg-—-=-= tatgtggcaattattgtgat-gttttaccttctttttcttac--attctggcactaacgtt——=====
Intro Exon 2
2 2 3 3 4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

AV CGOQEHSANGMMSGTITIOQCAATFUV?PSWTT FDA ASA ANZE KTCVETFUVYSGGCCGGNDNURT FVSEUGQA AT CIRUOQIZ KTCVE *
——————————— ccgtttgcggtcaagagcattcggccaatggcatgggcatcatccagtgtgcagcttttgtgccctcctggaccttcgatgccagcgccaataagtgcgtggagttcgtttatggcggctgtggtqgcaatqacaatcgttthtatcaqaacagqcttqcagqcaaaaatchtqgaataaaaggata
Q E H S A N M G I I Q A A F V P S WTVFDASANK C F Y G G N DN R F V S E Q A C K
tttcgcgataqccgtttgtgqtcaagagcattcgqccaatqgcatgqgcatcatccagtgtgcaqcttttqtqccctcctqgacctthatgctagcgccaataagtgcttgqaqtthtttatqgcgqctgtgqtqgcaatqacaatcgttthtatcaqaacagqcttqcagqcaaaaatchtqgaataaaagqata
AV CGQEHSANGMSGTITIOQCAATFV?PSWT TV FDA ASA ANI KTCTILETFVYSGG_CGGNDNR R FUV S EQA AT CRIQIZKCYV
ttthcaataqccgtttgcgqtcaagagcattcgqccaatqgcatgqgcatcatccaatgtgcaqcttttqtqccctcctqgacctthatgctagtgccaataagtgcttgqaqtthtttatqgcgqctgtgqtggcaatqacaatcgttthtatcaqaacagqcttqcagqcaaaaatchtqgaataaaagqata
AV C GQEHSANGMSGTITIOQCAATFVUPS WTVFIDA ASA ANIZ KTCTLETFVYGGCGGNDNR R FUV S E QA AT CRU QI KTCVE
tttegcaatagecgtttgeggtcaagageatteggecaatggeatgggeateatecagtgtgeagettttgtgeectectggacettegatgetagegecaataagtgettggagttegtttatggeggetgtggtggeaatgacaategtttegtatcagaacaggettgcaggcaaaaatgegtggaataaaaggata
A I CGUL P HSLNGDSGU RTISCEH AY TIPS WS YDA ADI RNET CVZ KT FTIYGGCCGGNNNURT FNDNSIRTETITCET DI KT CTLQ *
ttte----cagcaatctgtggtctaccccattccctaaacggagatggcagaatatectgtgaggectatataceccagttggtectacgacgecgategaaacgagtgegtcaaatttatctacggaggetgeggaggcaataacaatagatttaattcgagggaaatetgtgaagacaagtgtttgcaataa——-----

D H S A DGAGSGTITCODAYV F?P S W S Y HVAANUETCVIZ KV FTIYGGTCGGNDN E L C K
tttgtcattagacctttgeggtctgecacattctgecagatggtgetgggggeataacctgtgacgectactttecaagetggagetatcatgtggeggetaatgaatgegtgaaattcatctatggeggetgeggeggeaatgacaategtttcgacaccaaagaactetgtgaggaaaagtgcttggaataa———-—-—---

VECGTLEHSTILNGDSGRTISCEA AYTIU®PNWTT FDSAARASQETCVSOQVFTIYSOGGOCCGGNANRTFETI KEUVCETERTCTLN*
tttgcatacagtggagtgcggtctggagcattcgetcaatggegatggacgtatttectgtgaggcatatatacccaactggactttegactetgecageccaagaatgegtecagtttatetatggeggetgtggagggaatgecaategetttgaaaccaaagaagtctgtgaggagagatgectcaattga—————=-

pDCGLPHSURNSGDG GRTISCEAYTIU®PSWSFD---60QETCVZKXK FTIYSGGCCGGNANIRTFGTI KEA ATCEAZI KT CTL - *

3’ UTR

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

ttttgtgtgcggcaaaatgtcatatgaaactattttgcactttacatattgaggtgatgtgatttctatatggatataaataaaattgaagagtctgtctgtgatttcaaaataaaa

- A8
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Alinhamento do gene Df31
Alinhamento do gene amplificado com o Primer DF31 confirmando sua identidade com o gene CG2207 de Drosophila melanogaster. CG2207
(Df31) - D. melanoaaster,

5’ UTR

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
gttgcttctacggttcggacgtgtttgtcttctaatattttgttegtcaagtaaagtcatcttttcataaaaaaaagttggtaaattttgaagtttttttgcatageagatttaattagecataatcatttgctaaactectgtgttttaattcataaaacgtaaaaaaacgtagttcatttgagettaatattcattect

5’ UTR Exon 1 intron 1 Exon 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 A DV - E K K - E T 9P I VE KV AAZEZEVEAZQZ KEI KE EVA-EEVA?P - - - - TAZENSGSAUD S A S
gctcgtagagaaaagaaaactactgacaaaatggccgatgtt---gaaaagaaa---... 1.5kb ...gaaactccaattgtcgagaaagtcgctgctgaagaagtagaagcacaaaaggaaaaagaggttgca---gaggaggtagcacca-—-----------, accgccgaaaatggtagtgctgacagtgcatce
E TP I VEZ KV AAEEUVEA ASOQZ KEI KT EVA-EEVA?P- - - - AAENSGSAD S A
gaaactccaattgtcgagaaagtcgctgctgaagaagtagaagcacaaaaggaaaaagaggttgca---gaggaggtagcacca--—----—------ gccqccgaaaatgqtagtgctqacaqtqcatcc
E TP I VEI KV AAEEVEAOQZ KEI KT EVA-EEVA?P - - - - A AE
gaaactccaattgtcgagaaagtcgctgctgaagaagtagaggcacaaaaggaaaaagaggttgca---gaggaggtagcaccg-—-----—------ gccqccgaaaatgqtagtgctqacaqtqcatcc
E T?P I VE KV AAZEZEVEAQZ KEI KE EVA-EEVA?P - - - - A AENGSAUD S A S
gaaactccaattgtcgagaaagtcgetgetgaagaagtagaagcacaaaaggaaaaagaggttgeca---gaggaggtagcacca-—-=--=-=-=-=-==--- gccgecgaaaatggtagtgctgacagtgeatee
M A DV A E K K N E TPV V E KV AAZEZEV DAV K KDV VAAUDUDA AAAETU®PTTTENSGATGTEE S S
atggctgatgtggctgagaaaaagaa. . . ? ...cgagaccceegtggttgagaaagttgecgetgaagaggttgatgetgtaaagaaggatgtegtegetgecgacgatgecagecageagagacaccgaccaccacagagaacggtgetggegaggagtegage
M A DV A E Q K N E TPV V E KV AAZEZEV DAV K KDA AVAAETEV A AE K I T E N G G A E E E S
atggctgatgtggctgagcaaaagaa. .. ? ...tgagacccctgttgtcgagaaggtcgcagectgaggaagttgatgectgtgaagaaagatgcagttgecgeccgaggaggtagcagectgagaaggcgagcatcacagaaaacggtggcgccgaagaggagage
M A DV A D Q K N E TPV VEI KV AAEEUVDA AV K K DAV VAEZEUVAAEIZ KA ATTTENTGA AATETE E S
atggctgatgtggctgatcaaaaaaa... ? ...tgagacccctgtcgtcgagaaggtcgcagectgaggaagtcgatgectgtgaagaaagatgcagtggtcgeccgaggaggtagcagectgagaaggcaaccaccacagaaaacggtgeccgeccgaagaggagage
Exon 2
4 4 5 5 6
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- - - - - AKENGD - - - - - - - - - A AEVAA-ESTTZ E- - - T©P- - - - - - - KU EAS-S AEA AEA AA ARMAMTPA AIETE-NGIZ KDDE
gccaaagaaaatggtga gctgccgaagtagecget---gaatctacaactgaa cgcea aaagaagca---tctgctgaggctgaagctgccgetectgecgaagaa---aatggcaaggatgacgaag
- - - - - AKENGD - - - - - - - - - A AEVAA-ESTTZ E- - - T©P- - - - - - - KU EAS-S AEA AEA AA ARMAMTPA AIETE-NGIZ KDDE
gccaaagaaaatggtga gctgccgaagtagecget---gaatctacaactgaa cgcea aaagaagca---tctgctgaggctgaagctgccgetectgecgaagaa---aatggcaaggatgacgaag
A K ENGD - - - - - - - - - AAEVAA-EPTTE- --TU©P - - - - - - - K EA AS- S AEA AEA AA AMzRARMnTPA ATEE - D E
gccaaagaaaatggtga gctgccgaagtagecget---gaacctacaactgaa cgeca aagaagca---tctgctgaggctgaagetgcegetectgecgaagaa---aatggcaaggatgacgaag
E S T T E T P K E A S AE A E A A A P A E E - D E
gccaaggaaaatggtga gctgccgaagtagecget---gaatctacaactgaa cgeca aagaagca---tctgctgaggctgaagetgcegetectgecgaagaa---aatggcaaggatgacgaag
s s v DG AZ K ENGAEASA AEA AAZP - A ADA AV DSGEI K- TDAAA A P A D EEXK KV - DV EAEI KTTA AEA AI KPS S E A A A
caqcagtgthatgchctaaaqaqaacqgtgctqaqgccagcgccqaagctchcccf**qctqccqacqctqthatqqtqaqaaqf**acaqacqccqcaqcaccaqcc 777777777777 gatgagaagaaggta---gatgtggaggctgagaagacaacagctgaggctaagecaageagegaggeegecgeag
- VA KENGA- - ADS S ATEU®PTIDA AVDGEI KA ASEU®PTUV S FAADI KU DEI KT KU DET DI KT KEUDSAADTGETDTIEKIZ KE S S E
———gtaqccaagqaqaacqgagcc—— ———qccgacagcachcqaccqaqcccaccgacqcagthatgqtqaaaagchtctqaqcccactgtttcttttqccgccqataagqatgagaaqaagqacgagqataaaaaagagqattccqctgccgatggggaggacaccaaaaaagagagcagcgaag
- - V T K E N A G A A D s T E A A DV V D G E K T E P T A S T

———gtaaccaagqaaaacqgagccnggccqctgacagtaccchaccqaqgccqccgatqtagthatgqtqaaaagchaccqaqcccactgcttctathctgacqataagqatgagaaqaaa———gagqataaaaaqgagqattccqcagccqatgngaqgagaccaagaaagagagcachaag

Exon 2 Intron 1 Exon 3
6 [ 7 7 8
0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A - - - - - E S - - - E T T D s A P A E AV KR KV A E D E
cg gaaagc gaaacaactg attcagcacccgcagaggctgtaaagagaaaagtagctgaagacgaat
A - - - - - E S - - - E A T D s A P A E AV KR KV A E D E
cg gaaag: gaagcaactg---gt------, - actatatactactt-aaaatgttcctgaactaat------ tgaaatcaatcca--------—----- tttcagactcagcacccgcagaggctgtaaagagaaaagtagctgaagacgaat
A - - - - - E S - - - E A T D S A P A E A V KR K V A E D E
cg gaaag: gaagcaactg---gt------, - actatatacaactc-aaaatgttcctgaactaat------ tgcaatcaatcta--------—----- tttcagattcagcacccgcagaggctgtaaagagaaaagtagctgaagacgaat
A - - - - - E S - - - E AT - G - R
cg gaaag: gaagcaactg---gt--— actatatactactt-aaaatgttcctgagctaat------ tgaaatcaatcca--------—----- tttcagattcagcacccgcagaggctgtaaagagaaaagtagctgaagacgaat
A V E N G A D D - - A E A A N G D S K D A P S E A V K R K V D D A T
cggttgagaatggcgccgatgat-———-—— gcaqaqgcaqctaacqgtgactcaaaaqffqtaaatqtqaafffaqaataaacataaccthaaatttffqacatttaatttqff*tattttcttttcattttqqtqccccatttttaqff*fatchccctccqctqaaqctqtqaachaaaqqtqqatqatqctaccq
A V L P A V E N G S E T N G D S T D A P A I E A
ctgttctacctgctgtcgagaatggctccgaggaggtcaccaacqgtgactcaacaqffqtatqatqatatcaatqatatcaatqccaaacaaattttccacqttcatq fffff ttcttattgttcaatttttattathccttacaqff*fatgctcccgccattgagqctgtaaachgaaqgtgqatgagqctgcaq
AV L P AV ENG S V EATNGD S T D A P A I E A V K R K V D E A A
cagttctacctgctgttgagaatggctccgtggaggccactaacggtgactcaacag--gtatg---—ta----- gatatcaatgcctgacgaattt-ccacgcttacggtacgttctecattattce-tttttactctggeccctacag----acgctcccgecattgaggetgtaaagecggaaggtggatgaggetgcag
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contig_573
Roblig
Afrat
Asororc
Dmojav
Dmelano

Dyakuba

U
*\1‘.“ 7}

Alinhamento do aene Df31 cont.

éxon 3 3’ UTR

8 8 9 9 9
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S K P EE S TAATUPEI K KA AI KT LDEU?®PV - KEVDTQNGSEASEV A A *
caaaccagaagaatcactgcagcacaacacctgagaaaaaagccaagctagacgaaccagtt***aaagaagacacccaaaatggttccgaagcatcagaggttgcggcttaacttagatctaatatacctttaactattcaaattatcagtaacaaaaaaa
S K P EE S TAATUPEZ KU KA AZ KT LDEU?PV - KEUDTOQNG S E A S v
caaaaccaqaagaatccactqcagcaacacctqaqaaaaaagccaaqctaqacgaaccagtt———aaaqaagacacccaaaatgqttccgaaqcatcaqaqgtt

S K P EE S TAATUPEZ K KA AIZ KT LDEZ®PV - KEUDTO QNG GSEASZEV - - -
caaaaccagaagaatccactgcagcaacacctgagaaaaaagccaagctagacgaaccagtt---aaagaagacacccaaaatggttccgaagcatcagaggtt

S K P EE S TAATUPEZ K KA ATZ KT LDEZ®PV - KEUDTO QNG GSEASEV - - -
caaaaccagaagaatccactgcagcaacacctgagaaaaaagccaagctagacgaaccagtt———aaaqaagacacccaaaatgqttccgaaqcatcaqaqgtt

A K A DEV VA - T PE KK A K D EAS S KD EV QNGATEA ASEV A A *

ctaaagccgatgaggtcgttgcc———acgccggagaagaaggcgaagctggacgaggccagctcaaaggatgaagttcaaaatggtgccgaagccagcgaggtggctgcctaa
A K A D - E A S T K D E V Q N G A E

ccaaggcagatgaggccgtcgcc———acgccggagaaaaaggctaagcttgatgaggccagcacaaaggatgaggttcagaatggggccgaggctagcgaagtggccgcctaa
A K A DESVA-T©PEIZ K KA AZ KT LDESSTI KT DEVOQNGA AEA ASEV A A *
ccaaggccgacgagtctgtcecgecc---acgccggagaaaaaggcgaagcttgacgagtccagcacaaaagatgaggtgcagaacggggccgaggctagcgaagtggcegectaa
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Alinhamento do gene Lpc65Ac
Alinhamento do gene amplificado com o Primer LCP65Ac confirmando sua identidade com o gene CG6956 (Lcp65Ac) de Drosophila melanogaster. CG6956
- D. melanogaster,

5’ UTR

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
contig_1127 tcacaactaaccaatcaaccaacaaaccaatcaaccgaccaatcgtccagecagecatccaacactccaactactaaaaacaaaacaaaaaccctgatcccacgtagaaaaccttctecttcgaaacgaaaacatcecgtattaagegegtgtgettgtgtgtgetatagaaaaagaaggaagtgteccatttacactaa

5’ UTR Exon 1 intron 1

2 2 3 3 4
0 1 2 3 4 5 [3 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
M K C- - A1I 1L FVVVCTIASA AMARAPAPS-0QQEVQVLRYUDSDUVEU?PZETSGYKTFL
contig 1127 gaagattacgcaatcttattaaagatgaagtgt------ gctattttatttgttgttgtttgcatcgcctccgccatggctgcgccagcacctﬁfcaacaagaagtacaggttttacgttacgattcagacgtggagcctgagggacataaacttct
Aobliq7 M K C- - AITLVFVVVCIA ASA AMAeRAPA APS-QQEVQV L R Y DS D E G Y K F L
7777777777777 tcttattaaagatgaagtgtfﬁﬁfgctattttatttgttgttgtttgcatcgcctccgccatggcagcgccagcacctﬁfcaacaagaagtacaggttttgcgttacgattcagacgtggagcctgagggatataaatttttgtaagtgaaataaaaatgtacatacgaaagtgtgtatgaagt
Afrater M K ¢C- - AITLVFVVVCIA ASA AIAAPA APS-QQEVQVLRYDSsSDVEUZPEGY K F L
7777777777777 tcttattaaagatgaagtgt------gctattttatttgttgttgtttgcatcgectecgecatagetgegecageacct---caacaagaagtacaggttttgegetacgattcagacgtggagectgagggatataaatttetgtaagtgaaataaaaatgtacatacgaaagtgtgtatgaagt
Asororc M K C- - AI L FVVVCTIASA AMAAPA APS-0QQEVQVLRYUDSDUVEZ?PETSGYKTFL
fffffffffffff tcttattaaagatqaagtgtffffffgctattttatttgttqttgtttgcathcctccqccatgqctgcgccagcacct -caacaagaagtacaggttttgcgttacgattcagacgtggagcctgagggatataaatttctgtaagtgaaataaaaatgtacatacgaaagtgtgtatgaagt
Dmelano M K ¢C T VvV A I V F T P - DADTOQTIULURIULES DV QP E G F A
ffffffffffffffffffffffff atqaagtgcacaqttgccatcgtcttcaccqctctcf tthccgthttctgqctgcccccgctccc -gatgcggatacccagatcctgecgtctggagtccgacgtccagecggagggetacaactttgegtaagt
Dwillis M K Yy TJIAIUVV FACL-L AV VLAAPAS--DNTA AETIILIRTILESUDUVOQUPEGY K F A
777777777777777777777777 atgaagtacacaattgccatcgttttegectgtett---ttggeegtegtettggetgetectget------gacaatactgccgagattttgegtttggaatcggatgtacaaccegaaggatataaatttgegtgagt
Dvirili M K Yy TTI1IATIVLVAF-LAAVILAAUPTULDU DS SI KTA ASO QQTIULRILDSUDUVQUPNGY K F G
———————————————————————— atgaagtacacaattgctattgtattggttgcattc---ctggcggecgtettggeggecaccgetegatgacagcaagacggcacagatectgegectegactecgatgtecageccaacggetacaagttegggtaage
Intron 1 Exon 1
0
4 4 5 5 6
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
v
contig 1127 agt
v

Aobliq
gtgtgaacgtgcgtgtatgcgaattggcaagtttcgatggectccattcacttgagagtgtgtcacgtcacaaggtcaagatgcaa---taatgattttgcatttaacactaattacgtcaatacattttttgetctttctttgetcatattttcttegettecttgatgteccegetaacctacataccgaatatcagagt

Afrater v
gtgtgaatgtgcgtgtatgcgaattggcaagtttcgatggetecattcacttgagagtgtgtcacgtcacaaggtcaagatgcaa---taatgattttgcatttaacactaattacgtcaatacattttttgetetttetttgetecatattttcttegtttectegatgtecccgetaacctacataccgactatcagagt
v

Asororc
gtatgattgtgcgtgtatgcgatttgacaagtttcgatggctecattcacttgagagtgtgtcacgtcacaaggtcaagatgcaa---tgatgattttgcatttaacactaattacgtcaatacattttttgetetttetttgectecatattttgttegettecttgatgtecccgetaacctacataccgaatatcagagt
Dmelano L
gtatcaaactccggtcagcteggtgegacgattatecaaggattaaa tacccattcteccacagttt
Dwillis L
tttgattact--gtttact-gccaacattccaaaacgcgttatgaaaatatacgt tcgttcgatttgcatacagttt
Dvirili w
taaca--gcacagccgctgagagagagagagagagagcecgcaa--taactg agcgtattcctetgacagttg
Exon 2
6 6 7 7 8
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E T S DG K L HEEEGI KULI KDV GTEJGQEA ATIVVURGSF S YV GDDGOQTYTVNYTIADTENSGT FZOQ?PETGA AUHBTLUZPU RV - - - - *
contig 1127 qgagactachatgqcaaactgcatgaaqaqgaaqgcaaattqaagqacgthgcacgqaacaaqaqgcgattgtaqtchtngtcattctcctatgthgcgatqatqqtcaaacttacacaqtcaactatataqccqatqaqaatqqtttccaaccqqaqqchcacatttqccacqtqtt ffffffffffff taag
Roblig D G K K Q S F G Q T Y T V N Y I N G Q P R - - - - *
qgagactachatgqcaaactgcatgaaqaqgaaqgcaaattqaagqacgthgcacgqaacaaqaqgcgattgtaqtchtngtcattctcctatgthgcgatqatgqtcaaacttacacgqtcaactatataqccgatqaqaatqgtttccaaccgqangcgcacatttgccacgtgtt ———————————— taag
Afrater D G K L H E K L K D V E Q S F S Yyv:DDGQTY TV NYTIADENGT F QP A H L P RV - - - - *
qgagqctachatgqcaaactgcatgaaqaqgaaqgcaaattqaagqacgthgcacgqaacaaqaqgcgattgtaqtchtqgatcattctcctatgthgcgatqatgqtcaaacttacacaqtcaactatataqccgatqaqaatqgtt:tccaaccgqangcqcacatttqccacgtgtt ———————————— taag
Asororc E TS D G K L HEUEEGK L KDV GTEOQEATIUVVRGSY FS YV GGDDGOQOQTYTVNYTIADENSGTFOQ?PESGAUHTLU®PRUV - - - - *
ggagactagcgatggcaaactgcatgaagaggaaggcaaattgaaggacgteggeactgaacaagaggegattgtagtgegtgggteattetectatgteggegatgatggtcaaacttacacggteaactatatageegatgagaatggtttccaaceggagggegeacatttgecacgtgtt———-===----~ taag
Dmelano E T s D G K K HEZEOQGOQULZ KNV GTEZ QEA ATIVVURGS Y S FVADUDSGOQTYTVNYTIADTENSGTFZOQ?PESGA AHTLU?PNUVZPTIGN *
qgagaccagcgacggcaagaagcacgaggagcagggtcagctcaagaacgtcggcaccgaacaggaggccatcgtggtccgcggatcctactccttcgtggccgatgatggccagacctacacggtcaactacatcgctqacgagaacgqattccagcccgagqgtgcccatctgcccaatqtqcccatcgqcaactaaq
Dwillis T H Q 0 D T G S Y S QT Y T V o P
qgaaactachacgqcaaqacccatcagqaqgaaqgtcaattgaaggacatcggtaccgaacacgaggcaattgtcgtccgtggctcatactcctttgtggccgatgatggacagacctacaccgtcaactatgttgctgatgagaacggtttccaacctgagqgtgctcatttgcccaatqtqccaattgccaactaaf
Dvirili E T S D G OQ K HDEE G S L T NP GAENE S I VRGSY S F TADU DGO QVYTVNYV ADENSGT FOQPEGAHTILZPNUWVPTI G N *
qgagaccachatgqacaqaagcacgacqaqgagqgcaqcctqaccaatcctqgtgctqaqaacqaatcgatcgctqtchcqgctcctactcctttacgqccgacqatgqccaqgtgtataccqtqaactatgtgqccgatqaqaacqgcttccaqccgqangcqcccatctqcccaatgtgcccattqgcaactaa—
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contig_1127

Roblig

Afrater
Asororc
Dmelano
Dwillis

Dvirili

Alinhamento do aene Lpc65Ac cont.

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

atgatttaaattgatcgttcctttgctaacataaaactatctacataaataatccgaacgagtactgacaagtttgaatacataacaacagcagcaatacctacagegtttacagagecgggcatatccagegaatttatattcatttgtgttactagggtttagtacatacatacatacgtgtgaaaaaaaa

atgatttaaattgatcgttccttt-gctaaca

atgatttaaattgatcgttccttt-gctaaca

atgatttaaattgatcgttccttt-gctaaca:

cggatacggatacgctaaccgagagctgttctatgtataatggtttctagttgattattaaataaacgcggcaaaaaaatcg
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Alinhamento do gene CG11912
Alinhamento do gene amplificado com o Primer CG11912 confirmando sua identidade com o gene CG11912 de Drosophila melanogaster.

5’ UTR Exon 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
M K T?F - IV FALA ATIATUVSAANTLUDA AV S Q?PAFASGRTITINSGYZEAS QI KSGEA A®PYTIV S L KSTI S - - HFUCASGSTITIN
contig_418 caataatgaagactttcff*attgtattcgctttggcaatcgccaccgtgagtgcggccaatctggacgctgtctcacaacccgcttttgcctcaggacgtatcatcaacggctatgaggctcaaaagggtgaggccccgtacatcgtttcgctaaagtcgatttccff --cacttctgtgetggetecateatcaat
Aobliqg - I v T v L Q P A F A S G R I I N Y A Q I v I s - - HF CAG S I I D
——ataatgaagactttc———attgtattcgctttagcaatcgccactgtgagtgcggccaatctggacgttgccttacaacccgcttttgcctcaggacgtatcatcaacggctatgaggctcaaaagggtgaggctccgtacatcgttthctaaaqtcgatttcc—— --cacttctgtgetggetecateategat
Afrater M K T F - I VF AL ATIA ATV S A A L DAV S QPAVFASGIRTITINGYEA AT QI KGE A Yy I v s L K s I s - - HF CA AG s I I N
——ataatgaagactttc———attgtattcgctttagcaatcgccaccgtgagtgcggccaatctggacgctgtctcacaacccqcttttqcctcaqgacqtatcatcaacgqctatgagqctcaaaangtqaqgcgccqtacatcgttthctaaaqtcgatttcc—— --cacttctgtgctggetecatcatcaat
Asororc M K TV F - I VFALATIATUVTA AANTLDA AV S QP ATFASGRTIUVNSGYZEAOQZ KTSGEH A®PYTIUVSLI KS SIS - - HFCASGSTITIN
--ataatgaagactttc---attgtatttgctttggcaatcgccaccgtgactgcggeccaatctggacgetgtctcacaacccgettttgectcaggacgtatcgtcaacggectatgaggctcaaaagggtgaggeccecgtacategtectegetaaagtegatttec------cacttctgtgctggctccatcatcaat
Rhagol M R GL - LV FAGVMANASA ATLTV VI KT FI KNOQ?PA ATFATSGT CTITINGEUDAEU?®POQSHA®PYTIUVSLSSNAS--HZKT CSGSGTTITI A
—-—acatGaagqccctt-—-ctttgttttcgctqgcgtgatqgccaacgcathgctcttacthcaaattcaagaatcaaccagcttttgccaccgqctgtatcattaacqgcgaaqatgctqaqccacaatctqccccttacattqtatcgttqaqttccaatqct ————— cacaagtgtgqtqgcacaattattqc
dmelano Q F AV I F A L L s vV s - - - 1 s VP QPGFPEGRTI N G Y EA A K GEA AUPYTI V S L Q T S N S H F C S L L D
————— atgaaacaattcgcggttatattcgcactggctctggcttcggtttcggcc— —atttctqtccctcaqccgqgattccccgaaqgthcatcatcaacgqctatgaachgcgaangaqaqgcgccctatattgtgtccttacaqaccacatccaactcgcacttctgtgcaqgaaqcttgctcgat
Dvirili M R QF - V VL AL AV A S A - - - NI I AWU?®PGT FUPZEG G RTITINGHE P F I Vs L Qs T s - - HYCAGS L I s
————— atgagacaattt———gtggtgcttgcactggccgtggcctcggctagtgcc— —aatatcattgcctgqccgqgattcccqgagqgthcatcatcaacgqccatgagqccaactctgchaqgcgcccttcattgtgthctgcaqtcgaccaqc -cattactgtgccggttecctgatcage
Dgrimsh M K Q F - VVvVLALA AVASASAS-- - NVIGMU®PGTFU©®PEG G RTITING GHEA ARUPNEA- AZ®PTFTIUVsLQTTI K - - HYCAGS STULIN
————— atgaaacaattt---gttgtgcttgctetggecgttgecteagetagegee— -aatgtgatcggcatgectggetttecegagggacgeatcatcaatggacatgaggecagacccaacgaggeacectteattgtgtecttgecagacaaccaaa -cattattgtgctggctctetgatcaat
Dwillis M K Q F - VVFALAVATUVSAS- - - NT1ITIMAZ KU®©PGTFU®PESGR RTITING OQEAEU?®PGARARMPT FTIUWVSLOQTTZES- - HTFU CSGSGS S TITIN
————— atgaaacaattt---gtggtttttgcgctggctgtggccacagttagtgee- —aatataattgccaaqccaqgattcccqgagqgthcattatcaatgqacaagagqctgagccagqaqctgcacccttcattgtctcactacaqaccqaatcg -catttctgtggtggctctattattaat
Dmojav K L F - VATIA ALV VASANA - - - I I G M P I N N Q E A P F I V S L QT - - HY CA G S L I R
————— atqaaactattt-—-gtgqctattqcactgqtcgtgqcctcgqccaacqcc—————————aatataattgqcatqcccqgcttccctgagqgccqcatcatcaatgqcaacgagqcccaaqctgqaqaqgcacccttcattgtctccctgcaqacgaccaag—-—-—-cactactchccgqcthctgatcaqg
Exon 1
2 2 3 3 4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 3 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ENWV L TAAHTCULTIYD S F SV VAGILHSU RNDESNUVOQTIURI KUVTS S KSQYVVHEUDYSGSGSGVG?PNDUVGUL I Y I - - P E G
contig_418 gagaattgggtactcactgctgcccactgtttgatctacgacagtttcagegtagtegetggtectgecacteccecgecaacgacgaatcgaatgtacaaatacgtaaggtcaccagcaaatcccagtacgtegtacatgaggactatggtggtggtgttggacccaatgatgtgggtettatctacatt------cctgaagg
RAobliq ENWV L TAAHTCTLTIYDS ST F SVVAGILHSI RNDESNUVOQTIHRI KU VTS XK S OQYVVHEUDYSGSGSGVGZPNDUVGUL I YTI - - P E G
gagaactgggtactcactgctgcccactgtttgatctacgacagtttcagegtagtecgetggtctgecactcccgecaacgacgaatcaaatgtacaaatacgtaaggtcaccagcaaatcccagtacgtegtacatgaggactatggtggtggtgttggacccaatgatgtgggtcecttatctacatt------cctgaagg
Afrater E NWV L TAAHTCULTI Y DS F SV VAGILHSURNUDESNUWVQTIRI KWVTSI K S QY VVHETDYSGSGSGVG?PNDUWVSGU LTIYTI - - P E G
gagaattgggtactcactgctgcccactgtttgatctacgacagtttcagcgtagtcgctggtctgcactcccgcaacgacgaatcgaatgtccaaatacgtaaggtcaccagcaaatcccagtacgtcgtacatgaggactatggtggtggtgttggacccaatgatgtgggtcttatctacatt—— --cctgaagg
Asororc A A H CUL I Y D S F s L H 8§ R N S NV Q I R K V T S K S Q Y P L I Yy I - - P E G
gagaattgggtactcactgctgcccactgtttgatctacgacagtttcagcgtagtcgctggtctgcactcccgcaacgacgaatcgaatgtccaaatacgtaaggtcaccagcaaatcccagtacgthtacatqaqgactatgqtqgtgqtqttgqacccaatqatgtgggtcttatctacatt—— --cctgaagg
Rhagol K D WV LT AGHTCTISTA AVMGVIASGTILZ QI KU RSOQVDENTIOQSURVV DF G R - E P D I L H I - - S E P
caaggactgggttttaactgccggtcactgcatttctactgeccgttatgggagttattgecggtecttcaaaaacgectctcaagttgatgagaatacacaatcacgtgtagttgactttggtaga—----- qttcacqaaaqttacachqtaqtqtqqqaccttacqatattqccattttqcacat ffffff ctccgage
dmelano EvVvTTIVTAAHTCTLTYDNOQSGO QA AVASGAHSU RTUDU OQENDNUVQTIRI KT FTNS-AO QYU VIHENYSGSOGS GV GPNDTISGT LTITULULIKTEE DA
gagqtqaccattgtgaccgccqcacactgcctgacctacaatcagqgtcagqcagttqccgqtqcacacagccqcactgaccaqgagaacgttcaqattagqaagttcaccaatf*chccaqtacqtqatccacqaqaactacqqtqchqtqtqqqacccaacqacathqcctaattctcctcaaqqaaqaqqatqc
Dvirili D RVVLTAAHTCMTYATT FOQVV AGAHSU RTU DI K SATOQVRI KG GS S - AROQTTIHE K Y G G PYDULGULTIF UL - - EE P
gatcgcgttgtgctgaccgccgcccactgcatgacctatgctacattccaggtggtcgctggcgcccacagtcgcacggacaagtcagcgactcaggtgcgcaagggcagcagcf fgctcgccagacgatacacgaaaaatacggcggcggcgttggcccctacgatttgggtctgatcttcctgf gaggagcc
Dgrimsh B T T AA H C L I Y S D F Q v G G H S Q s DN S E T Q V K S D - K Q T V H A Q Y P Y D G L I L - - D T P
gagcgtaccqttctgaccgccqcccattgcctgatctatthgacttccaactqgttqccgqtqgccacagccaatccgataattccqaqacgcaqgtgcgcaagqgaaqtqac———aachccaqactqtccatqcacaatactcaqgcgqtqttgqtccctatqatathgtctgatcttcctc— gatacacc
Dwillis AN TV L TAGHCMTIYNVFYVVAGAHDYTUDZOQTTT Q R A Y L - 8§ KS KV HE S Y GGGV G?PHDTIATZLTIHTIL- - DE P
gcgaacactqttttaactgccqgccactgtatgatttacaatgttttttatqttgtgqccgqtqcccatqactacacagaccaqacgacaactcaqaqaqtaaqaqcctatctc———thaagthaaaqtccatgaaaqttatgchgtgqtgttgqaccccacqatattqccttgatccacctq—— --gacgagcc
Dmojav N DI VL TAAHTCTLTYA ANV FOQVVAGAHSU RSDI KTETOQOQVUROQOQSGS S - AROQQTTIUHEIZ KYDSGSGVGG?PyYDTISGLTIVFIL- - DZKP
aatgacatcgtcctgaccgecgeccattgettgacctacgecaactteccaggtggttgecggagetcacageecgeteggacaagaccgagactcaggtgegecagggecagecage--—-gececcgtcagaccatccacgagaaatacgacggeggegttggeccectacgacattggtetgatettecte------gataagec
Exon 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F DLNAILNU RDTGV VA A®PUVGI KV S L P S GKYESTSGDSGI KT LT FSGWSG®RUDI KSGATLU®PNUVILOQTT LU DA AZE KTITISGYSETZ CIZ KA AATILTPTL
contig 418 cttcgacttgaacgctcttaaccgtgatggtgtggcacctgttggtaaggtttcattgeccatctggcaaatacgaaagtactggcgacggcaagettttcggetggggacgtgacaaatceggtgetttgeccaatgtgeteccaaacattggatgeccaaaattateggttacteccgagtgcaaagetgetetaccectet
Aobliqg F DLNALNU RDGV VATV G KV S L P S GKYESTSG G DSGZ KT LT FSGWSG®RIDNSGATLUZPNU VL OQTT LUDAZE KTITISGY S ET CI KA AATLTZPTL
cttcgacttgaacgctcttaaccgtgatggtgtggcaactgttggtaaggtttcattgccatctggcaaatacgaaagtactggcgacggcaagcttttcggctggggacgtgacaattccggtgctttgcccaatgtgctccaaacattggatgccaaaatcatcggttactccgagtgcaaagctgctctacccctct
Afrater D N A L N D G PV K s L P S G K Y E S T G D G K L F G G D K s A 'L PNV L QTTULDAIZKTITIGY S ET CZ KA AATLUPIL
CttcgacttqaacqctcttaaccqtqatgqtqtqgcacctgttqgtaagqtttcattqccatCtgqcaaatacqaaaqtactgchacgqcaaqcttttcgqctgngacgtgacaaatccqgtgct:ttqcccaatgtgctccaaacattgqatgccaaaattatcggttactccqaqtqcaaagctqctctacccctct
Asororc F DL NAILNURDGV VAPV G KV S L P S GKYESTGDSGZ KT LT FSGWSG®RDI KSGATLU®PNUWVILOQTTZLUDAZ KTITISGYSGCZKSATILZPIL
cttcgacttgaacgctcttaaccgtgatggtgtggecacctgttggtaaggtttcattgecatctggcaaatacgaaagtactggcgacggcaagetttteggetggggacgtgacaaatccggtgetttgeccaatgtgetccaaacattggatgecaaaatcateggttactecgggtgcaaatetgetetaccectet
Rhagol F EFN - - - - - - - ERUV QPAATLU®PUHRIETETIHSGETHILYSGWSGOQTJYTIV FTA AASOQQTULOQTUVOQTEV VYV EWNZETCIZ KETTL P E
cctttgaattcaac——————-----------—-—- gaacgagtacaacctgcagecttgecacaccgagaagagatccacageggagagacteatcetttatggttggggacaaacatacatatttactgeageccagacattgcaaacagtteaaactgaggtegtegagtggaacgagtgcaaggaaactetgectgaa
dmelano F DL NAVARDSGS SNU®PV S AV SLUPSKTZFOQGTSDSGYULYGWSGRUDWNSGULL?PLNUILOQI KT LD ATITIUVUDYNZETCI KA AATLUP S
ctttgacctgaatgccgttgcccgtgatggcagcaatccggtttccgcagtaagtcttccttcaaagacattccaaggcactagcgatggatatctgtacggctggggccgcgacaactcaggattgctgccgctgaaccttcagaaactggacgctatcattgttgactacaacgaatgcaaggcggcgttgccatcca
Dvirili A T N Q F T A N T D G L R N s G D K L Q K D I I P
cttcgatctgactgtgctggcacgcgatggcagcgcacccgtctcgaccatctcggtggccaccaaccagttcacggccaacaccgatggcgtgctattcggctggggacgcgacaactctggctcattgcccgacaagctgcagaaactggacgttgatattatcggctatgccgattgcctggatgcgctgccacgcg
Dgrimsh F N L N A I ARDSGSA®PVAATISTILUPNNY FSANSDSGVTILV FSGWSG®RUDNASGT KTLU®PDI KT LOQOQZ KT LDADTITISGYNDTCAAARA P
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cttcaatctgaatgcgatcgecegtgatggtagtgecaceegttgeagecatetegetgeccaacaattactttteggecaacagtgatggtgtgetetttggetggggacgegacaacgetggcaagttgeccgacaaactgcagaaactggatgeggacattattgggtacaatgattgegeagetgegatgeccaagg
L DL TAVARDSGSTULU?PVAATIALU®PTULZGQULOQATIDU DGV VLV FSGWSGHRUDWDNSGALA AIZ KU KU LSOQTT LNV VTV VILUDTFU®PTZ CIE KA ATETLP S

cctagatctgacggctgttgctcgtgatggtagcttgccagtagctgccatcgctttgccaacattgcaattgcaggctattgatgatggtgttctctttggctggggtcgagacaattctggtgctctggcgaagaagttgcagactttgaatgtcactgtcttggatttcccaacctgcaaggcagaattgccatcta
F D I N S N - - APV ATTIAVASI KO QYATTSGNG GV L Y G G D N S S L P DKL QI KULDUVDTITIDYKTT CTULDNDNTIL P K

attcgatatcaatagcttgqcccqcaac —————— gcgcctgthccaccatcgctqtqgcctccaagcaqtacqccacgaccgqcaatgqtqtcctctacgqctgngtcgcgacaactctqgctcgttqcccqacaagctqcagaaactgqatgtgqatatcattgactacaagacqtgcttggataacctgcctaagg

Alinhamento do gene CG11912 cont.

Exon 1

6 6 7 7 8
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F A P I KDVNTITCSYWNAGTTUDSGA AT CNGDSSGSG?P?PLVINS-TUDASGVEHZ QQVSGTIVSWGGYTU®PCATITIZ K YU?PSVYTSV S A Y Q
tcgcgcccatcaaggatgtaaacatatgctcatacaatgctggtacgaccgatggcgcctgcaatqgagattccgchgcccactqgttatcaac— —accqatgctqgtgthaacaaqttgqtattgtgtcatnggctacactccatgcgccatcaccaaatacccqtcgqtctacacaaqtqttachcttaccaa
F A P D N I C S Y N T D S P v I N - T Q I S G Y T P CA I T K Y P S T S V S A Y Q
tcgcgcccatcaaggatgtaaacatatgctcatacaatgctggtacgaccgatggcgcctgcaatggagactccggcggcccactggttatcaac———accqatgctqgtgthaacaaqttgqtattgtgtcatnggctacactccatgcgccatcaccaaatacccqtcgqtctacacaaqtqttachcctaccaa
F A P I K DVINTICSYNASGTTDSGA AT CNG D S P L VIN-TDASGVES QVGGIVSWSGYTU®PCATITI KYU®PSVYTSV S A Y Q
tcgcgcccatcaaqgatqtaaacatatqctcatacaatgctqgtacgaccgatqgcgcctgcaatqgagattccgchgcccactqgttatcaac—-—accqatgctqgtgthaacaaqttgqtattgtgtcatnggctacactccatgcgccatcaccaaatacccqtcgqtctacacaaqtqttachcttaccaa
F A PI KDV NTITTCSYNAGTTUDSGATCNGDSSGSGU®PULVINS-TUIDASGVEJZ QQVSGTIVSsSWSGYTU®PCATITI K YU®PSVYTSV S A Y Q
tcgcgcccatcaaqgatqtaaacatatqctcatacaatgctqgtacgaccgatqgcgcctgcaatqgagattccgchgcccactqgttatcaac—-—accqatgctqgtgthaacaaqttgqtattgtgtcatnggttacactccatgcgccatcaccaaatacccgtcggtctacacaagtgttagcgcttaccaa
G A PLHETWNVWVCSDSLQIKGTIsATCNGDSGG?PULVKES-NGSG?®PSETZLTIGTIV VS WSGYTIU©PCSGVSNTULU®PS VY TRV S - -
gqtqctcctctccacqaaaccaatgtctgctcaqattccttqcagaangcatatctqcatqcaacgqtqactctqgtgqtcctttgqtqaagqaa-—-aatgchgaccatctgaacttathgtattqtatcctgngatacattccatqtqgtgtttccaatttaccathgtctatacacgtgtctct --------

S L A E TNV C T H P G § C N G S G vV s ¢ S S S R G A E VL I G I V w G P CL S TTY P S VY TSV S S F L
acaattcgctggcagaaaccaatgtatgcacccacacccccggaaaagccgacqgatcctgcaacqgagacagtgchgccccctqgtcthcaatccaqcagthaqgagccqaqctgattgqcatcgtctcctnggatacacaccctgtttgtccacaacctatccttccqtatacacatcagtgtcttcgtttttg
G N S L ADSNTITCSYTA ASGTTDSGA AT CNG D S P L V N K - V D G S Q LVG IV SWGYTU®PCASTI I KYU?PS VY TYTSGAY S
gcaacagcctggccgacagcaacatttgcagctacaccgccggcaccaccgacggcgcctgcaacggcgacagcggcggtcctttggttaacaag———gthacgqcagctaccaqctgqtngcattgtctcctnggctacacqccctgcgccagcaccaaatacccctctqtctacacctacacngcqcctactct
G N KL DQTWNTICTYTASGTTUDSGA AT CNGDSSGSG?®P?PUL VT K- SDSGSYELWVSGTIVSWGYTU®PCATTIE K Y?PSAYTS TG A H A
gcaataagttggaccagactaacatttgcacctataccgctggtactaccgatggtgectgcaatggecgatagtggeggtcececctggttaccaag---tccgatggcagetatgagectagttggtattgtctecttggggetatactcectgtgecaccaccaaatatcecetectgecatacacctegactggtgeccatgec
T s s L bDECNTICTHNAGTA ADTGATCNGDSGG?PLVSM-PDDTYOQQZLTIOGTIUVSsSWSGYT®POCVTTI KT LU®PS VYT RV S NYT
cctctagcctgqatgagtgtaacatttqcacccacaacgctqgaaccqctgatqgcgcctgcaatqgcgatagtgqtqgtcctttqgtcagcatg—-—cccqatgacacttatcaqttgattgqcattgtttcttnggatatacaccttgcgtcactactaaqctgcctthgtttacactcgcgtctccaattatacg
G N K N VvV C T F T A T - P G s Y Q L G T W G Y T P C A S T K vy D V A S Y R

gcaacaaactgqccgagaccaatqtqtqcaccttcacqgctqgcaccaccgacqgcgcctgcaacqgcgacagcgchgcccattqgtaaacaqgfffcccqacgqctcataccaactgqttgqcaccgtctcctggggctacacaccttgtgccagcaccaagtatccatcggtctacaccgacgttgcctcctacagg

Exon 1 5’ UTR

8 8 8
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 9
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7
K W I T E K I R - N *

aaatggatcacggagaagatccgt—

aactgaatattgtctttgaagcattacgaaaatatgtactttttcaataaaacttaaattctttcaaaaaa
*

aaatggatcacggagaagatccgt———aactgaatattgtctttgaagcattacgaaaat

K w I T K R - N
aaatggatcacggagaagatccgtfffaactgaatattgtctttgaagcattacgaaaat
K w I T K R - N

aaatggatcacggagaagatccgtfffaactgaacattgtctttgaagcattacgaaaat

P W I D E N R K A K

ccttggatcgatgagaaccgtaaggcgaaatag
D W I N E H S N D -

gactggatcaatgagcacagcaatgac---taa
s W I K E H I N D - *
agctggatcaaggaacacatcaatgac---taa
K W I Q E N I K E -

aaatggattcaagagaatattaaggaa
D W I QEHTIND - *
gactggatccaggagcacattaacgac---taa
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Alinhamento do gene CG10031
Alinhamento do aene amplificado com o Primer CG10031 confirmando sua identidade com o aene CG10031 de Drosophila melanoaaster.

5’ UTR Exon 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
MK GC¢- - 11L.© FV? F I I ALL - - - LCSTVQAUVDI K SA A-- - - - - - - = = = = = = = = = = = = = = = = =
gtccagattaaaattaataaacagcaacaatatgaagtge------ attcttttegtatteggeattategetttgttg-—------= ttgtgcagcacagtacaggccgttgacaagteggec
MK GC¢C- - 11L.©FV? F I I ALL - - - LCTTVQAVVDI KSG-- - - - - - = = = = = = = = = = = = = = = = = =
ataccgattgaaattaataaacagcaacaatatgaagtge------ attcttttegtatteggeattategetttgttg-—------= ttgtgcaccacagtacaagccgttgacaagtegggt
M K C - - I L F V F S I I A - - - L C T T V Q - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - = = = =
gtccagattgaagttaataaacagcaacaatatgaagtgc-—----- attcttttcgtattcagcatcategetttgttg-————---= ttgtgcaccacagtacaggccgttgacaagtcgggt
MK C- - 11LFV? FsI1IIALL-- - LCTTUVQA AV DI KSSG- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
gtccagattgaagttaataaacagcaacaatatgaagtgc------ attcttttcgtattcagcatcatcgetttgttg-—------- ttgtgcaccacagtacaggccgttgacaagtcgggt
M L LR- - MTOQ FLCLAALUVILULSILMOQLTU OQAVATU?PNDNNNNNNNDNNNTIIZ KU®PIE KA AWV V QV QP GNP S G
tgcttctgegg------ atgacccagtttctctgccttgcggcactcgttttgctaagtcttatgcaacttacgcaggcagtagccactcccaataataataataataataataacaatattaaaccgaaqgctqtqgttcaqgtgcaacctqgaaatccatcgqgaa
M K RV L GMTQF L CLAATIUVIL L GULTSOQULAEA AV TTAD - - - -
otgaaacgagtgttgggaatgacccaatttctgtgcttggccgcaattgttttgctcggcctcacacagctggctgaggcggtgaccacggccgat
K c o} Q R T T T N
otgaaacgaacgacgagaatgacccaatttctgtggcttgccgctattgttttactctgccttacacaaatgacccaggcggtgaccacgcccgat
M TQFCOCTIVVITZLTZLTITZGCTLTZGQTFTG T T P D - - - - = - = == = - - - - - - - - - - - - - - -
atgacccaattttqttgcattqtqgtgattcttttqatctgtctaacacaatttacgnggcaqaqacaacqcccqat
Exon1 Intron 1 Exon 2
2 2 3 3 4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- - - - - - - - - - - - - - - - = - - - C s Q P R E I G P C
tgctcacagccacgegaaateggtecctge
- - - - - - - - - - - - - - - - = - - - C S Q P R E I G P C
agcgcacaaggcgtgaagagtctaattaagecct----aactta-actagcaaaatcaagttttattctgctttctaattcattgtctttcacttttttectectgatcagee-- tgctcacagccacgcgaaatcggtcectg
- - - - - - - - = = = = = = = = = - - - C s L P R E I G P C
agcgcacaagacgtgacgagtctaattaagccc----aactta-actagcaaaatcaagttttattctgctttctaattcattgectttcacttttttetectgatcagee-- tgctcactgccgecgecgaaatcggtcectg
- - - - - - - - = = = = = = = = = - - - P E I
agcgcacaagacgtgacgagtctaattaagccc----aactta-actagcaaaatcaagttttattctgctttctaattcattgectttcacttttttctetgatcagee—— tgctcactgecgegegaaateggteectyg
N K P AV ATTTTI K P Q R L V P D P K CULQUPUL DUV G P C

acaagcctgeagttgccacaactacaatcaaaccacagagactggtaccaggtatgtttatttataaactgatcgaagaacttttatggacctttattaaatcecttaatttgta gatcccaaatgcetgeageecttggacgttggtecatg
I - - - - A K CLQ@PILETSGP C
gcgaaatgectgeagectetggaaacgggtectty
L T - A K CLQ®PULETG P
gcgaaatgectgeagecactggaaacgggaccectyg

T G c

- - P K C L Q P L E

cgaaatgcctgcagecattggaaacgggacectyg

Exon 2 3’ UTR

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
R K A DPZKVFF YN S EZ KK AT CEUDT FILYGGT CI KGNDNU R FDTIKETETCEIZ KTTCTL - - - *

cgcaaggccgacccgaaattcttctacaatagcgagaagaaggcttgegaggacttcectcectatggaggectgcaagggcaatgataatcegettecgataccaaagaggaatgegagaagacttgectt——-
R K A DPXKF F Y NS EZXKKATCEUDT FILYGGT CIZ KGNDNDNU R FDTIZKEET CEIZ KTCL -
ccgcaaggccgacccgaaattcttctacaatagcgaaaagaaggecttgegaggacttectctatggaggetgecaagggcaatgataatcgettecgataccaaagaggaatgecgagaagacttgeett
R KA DUPI KV FFYNSEI K KA ATCET DT FILYGGT CIZ KGNDNU R FDTIKEETCEI KTCTL -
ccqcaaqgccqacccgaaattcttctacaatachaaaagaaqgcttgcgagqacttcctctatqgagqctgcaagqgcaatqataatcgctthataccaaagagqaatchaqaagacttqcctt

K F F Y N S D Y G K D N R F D T K K c L -
ccqcaaqgccqacccgaaattcttctacaatagcgaaaagaaqgcttgcgagqacttcctctatggaggctgcaagqgcaatqataatcgctthataccaaagagqaatchaqaagacttqcctt —————————
R M S L ERF Y Y N KD S K E T F K Y G GC®RGNTDNI RIMWWGTFER QT E E A C I P K K

ccqcatqaqcctagaaagqttctactacaacaagqattcaaaagcttgcgagaccttcaaqtacqgagqatgthaqgcaatqacaatcgttnggattccgacaaacttqtqaqgagqcttqtattcccaaaaagtga
R M s L ER Y Y Y N K E KNS CETT FIZ K Y GG C®RGNUDNDNURWG FROQTTCEZEA AT CTL - - -
tcgcatgagcctggagegetattactacaataaggagaagaacagctgtgagacattcaagtacggecggectgcaggggcaacgacaatcgetggggettceccgacagacctgegaggaggegtgectyg
R M s L ER Y Y Y NKEANA ATZCOQTU FIZ K Y GG CIZ KGNUDNDNURW®WG FROQTTCEZEA AT CTL - - -
tcgaatgagectggagegetattactacaataaggaggcgaatgectgtcagacattcaaatatggeggetgtaaaggecaacgacaategttggggettecgacagacctgegaggaggectgtety
M K L E N K D K N A T F N F G G ¢CRGNDNUZ RWGY FRQTTCETDA AT CTIL - - -
tcgcatgaaactggagegttattactacaacaaggataagaatgegtgtgagacattcaattttggeggetgtegaggcaatgacaategetggggetttegtecagacttgtgaggatgeatgtett

3’ UTR

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

taattgttggttttgtaaatatgtattgtacttataattatattatatatatttgttgattaattattgtctcaatttattgttgtgtgttgcatacttacgttgegcageggttgtattcacgtgcatacgaaaataaaagtaagaataattgaaag
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Anexo 2. Arvores obtidas pelo programa PhyML v. 3.0. por maxima verossimilhanca. Estas arvores foram utilizas no CODEML (PAML) para 0s genes
CG16713, CG10031, CG11912, Df31 e Lcp65Ac. Em Verde destaca-se o ramo foreground das Anastrephas, e o restante da arvore considera-se como 0

background.
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