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RESUMO

A familia Tephritidae compreende muitas espéecies de moscas-das-frutas com larvas
predominantemente frugivoras, diversas das quais de grande importancia econdémica. O grupo
fraterculus é o mais importante grupo de espécies, pois inclui algumas das espécies
economicamente mais significativas que causam prejuizos a fruticultura no Brasil e no
mundo. Algumas espécies desse grupo sdo espécies taxonomicamente relacionadas que
infestam diversos frutos hospedeiros, possuem ampla distribuicdo geogréfica e mostram
consideravel similaridade e proximidade evolutiva, o que dificulta sua identificacdo. Portanto,
a investigacdo de genes com altas taxas evolutivas, como o defective chorion 1 (dec-1), pode
ser relevante para uma melhor compreensdo da filogenia do grupo, bem como das forcas
evolutivas envolvidas em sua diferenciagdo. O gene dec-1 esta envolvido com a producéo e
modificacdo de proteinas especificas que participam da formacéo do corion do ovo durante a
00génese e seu estudo pode aumentar nosso conhecimento sobre a diferenciacdo das espécies
de Anastrepha. Este trabalho objetiva investigar a estrutura molecular e os padrfes evolutivos
de dec-1 para entender o processo de diferenciacdo de espécies do género Anastrepha e entre
espécies de Tephritidae. Um fragmento especifico do dec-1 de duas espécies de Anastrepha
(A. fraterculus e A. obliqua) foi amplificado a partir de amostras coletadas na natureza e
comparado com dados de sequéncias de transcriptomas de Ultima geracéo disponiveis. A PCR
convencional foi realizada com primers especificos do dec-1 e os fragmentos foram
submetidos ao sequenciamento Sanger. Para a predi¢do da estrutura, a sequéncia do gene dec-
1 do genoma de Anastrepha ludens foi usada como modelo. Um conjunto de supostos
ortdlogos para este gene em outras moscas proximamente relacionadas a essas espécies foi
recuperado do NCBI para testar assinaturas de selecdo natural em clado e ramo especifico
com os softwares PAML e HyPhy. A fim de caracterizar o desenvolvimento ovariano, ovarios
de fémeas da espécie A. fraterculus foram coletados em diferentes idades, medidos e
submetidos a analises estatisticas. A caracterizacdo ovariana mostrou que a coriogénese
provavelmente ocorre em moscas de A. fraterculus dos dias 10 ao 14 da vida adulta, periodo
no qual o produto da transcricdo do gene dec-1 seria clivado em isoformas e derivados
proteicos. Os dados coletados dos ovarios mostraram ser informativos para fundamentar e
guiar estudos acerca da caracterizacdo dos desenvolvimentos ovariano e reprodutivo de
populacbes desta espécie. Uma combinagdo de dados do transcriptoma com procedimentos

classicos de sequenciamento permitiu identificar trés transcritos alternativos em A. fraterculus
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e A. obliqua, que corroboram o padrdo encontrado em outros tefritideos e recupera trés dos
seis transcritos conhecidos de Drosophila melanogaster. No geral, os resultados séo
consistentes com acdo predominante de selecéo purificadora tanto na estrutura do gene quanto
nos ramos estudados. Apesar das evidéncias de alto grau de conservacao, alguns cédons e
ramificagdes mostraram sinais significativos de selecdo positiva, observados em niveis
hierarquicos distintos de separacdo entre moscas de cada uma das espécies estudadas, e
também de sua separacdo com outros tefritideos e dipteros. As analises de algumas alteracdes
selecionadas positivamente revelaram que as substituicbes de aminoécidos levaram a sete
alteracOes radicais em suas propriedades fisico-quimicas. Esses resultados podem indicar que
a selecdo positiva afetou essas regides durante um tempo evolutivo especifico e foi fixada por
conferir alguma vantagem adaptativa. Assim, este gene demonstrou ter um possivel papel no

processo de diferenciacdo em Anastrepha.

Palavras-chave: dec-1; Anastrepha; caracterizacao génica; diferenciacéo



ABSTRACT

The Tephritidae family comprises many fruit fly species with predominance of
frugivorous larvae, several of which of great economic importance. The fraterculus group is
the most important species group, because it includes some of the most economically
important species that cause damage to fruit production in Brazil and worldwide. Some
species in this group are closely related, infest several host fruits, have a wide geographical
distribution, and show considerable similarity and evolutionary proximity, which renders their
identification difficult. Therefore, the investigation of genes with high evolutionary rates,
such as the defective chorion 1 (dec-1), may be relevant for a better understanding of their
phylogeny and the underlying differentiation forces involved. The gene dec-1 is involved with
the production and modification of specific proteins that participate in the egg chorion
formation during oogenesis. Evidence about this gene may bring relevant information on the
differentiation of Anastrepha species. This work aims to investigate the molecular structure
and the evolutionary patterns of dec-1 in order to understand the differentiation process of
species in the Anastrepha genus, as well as among Tephritidae. A specific fragment of the
dec-1 from two species of Anastrepha (A. fraterculus and A. obliqua) was amplified from
samples collected in nature and compared to transcriptome sequences from next-generation
data available in our laboratory. Conventional PCR was performed with specific dec-1
primers and fragments were submitted to Sanger sequencing. For structure prediction, dec-1
gene sequence of Anastrepha ludens was used as model. A group of orthologous sequences
for this gene from other related flies was retrieved from NCBI and used to test for signatures
of natural selection using clade and branch-specific methods with PAML and HyPhy
software. In order to characterize the ovarian development, female ovaries of the species A.
fraterculus were collected at different developmental periods, measured and submitted to
statistical analysis. The ovarian characterization showed that choriogenesis probably occurs in
A. fraterculus flies from 10 to 14 days of adult life, a period in which dec-1 gene products
would be cleaved into isoforms and protein derivatives. The data collected from the ovaries
proved to be informative to base and guide studies about ovarian characterization and

reproductive development of A. fraterculus populations. A combination of transcriptome data



with classical sequencing procedures allowed the identification of three alternative transcripts
in both A. fraterculus and A. obliqua, corroborating the pattern found in other tephritids and
recovering three of the six known D. melanogaster transcripts. Overall, there is evidence of
purifying selection having a preponderant role both, for gene structure as well as along
evolutionary branches. Despite evidence of a significant evolutionary conservation, some
codons and branches under positive selection were detected, such as in the branch that
separates A.obliqua flies, as well as on the separation of A. fraterculus into three clusters, and
on the separation of Tephritidae from other Diptera. Analyses on some positively selected
changes revealed seven non-synonymous changes that led to radical amino acid replacements
which altered physicochemical properties. These results indicate that positive selection
affected these regions during a specific evolutionary time and were fixed in different lineages,
perhaps because it conferred some adaptive advantage. Thus, this gene showed some
positively selected changes that seem to have been important to differentiate species in the

group, suggesting that it might have a possible role in their differentiation process.

Key words: dec-1; Anastrepha; gene characterization; differentiation
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1. INTRODUCAO

1.1 O GENERO ANASTREPHA

A familia de moscas-das-frutas Tephritidae abriga cerca de 4.300 espécies descritas
divididas em 500 géneros de ocorréncia mundial, dentre as quais algumas que constituem
algumas pragas de maior interesse econdomico (White, 2006; Raza et al., 2020), pertencentes
aos géneros Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis e Rhagoletis (Zucchi et al., 2004). O género
Anastrepha é o maior da tribo Toxotrypanini (Silva and Barr, 2006), com mais de 20 grupos
taxondmicos e mais de 300 espécies descritas nos tropicos e subtrépicos do continente
americano (Norrbom et al., 2018; 2021). Dentre elas, ha o grupo fraterculus que consiste em
34 espécies formalmente descritas até 0 momento (Norrbom et al., 2012), incluindo a mosca-
das-frutas sul-americana Anastrepha fraterculus (Wiedmann, 1830) e a mosca-das-frutas das
indias Ocidentais A. obliqua (Macquart, 1835).

As espécies A. fraterculus e A. obliqua sdo duas das principais pragas agricolas das
Américas e infestam diversos frutos hospedeiros, possuindo ampla distribuicdo geografica
(Zucchi, 2000; Solferini and Morgante 1987), 0 que inviabiliza a exportacdo de frutos e
prejudica as atividades comerciais do setor da fruticultura (Zucchi et al., 2004). A espécie A.
fraterculus é composta por um complexo de espécies (o complexo fraterculus)
potencialmente formado por pelo menos sete morfotipos, sendo que trés deles estdo
distribuidos no Brasil (Hernandez-Ortiz et al., 2012), afetando frutos de maior relevancia
econémica (Hendrichs et al., 2015). Estes morfotipos foram definidos e caracterizados por
meio de analises morfométricas lineares de individuos adultos de populacGes do México,
América Central e América do Sul (Hernandez-Ortiz et al., 2012), e sua existéncia ainda ndo é
bem suportada devido as dificuldades em se estabelecer o status taxondmico de cada um deles
geradas pelas considerdveis divergéncias interpopulacionais mostradas por analises de
sequéncias de DNA e compatibilidade sexual, e pelas incertezas acerca da distribui¢do geral
destes morfotipos, principalmente os brasileiros e dos Andes Norte e Central (Hernandez-
Ortiz et al., 2015).

A possivel existéncia de morfotipos e a similaridade entre as espécies do grupo
fraterculus implica na importancia de se considerar também o0s aspectos genéticos e a
incompatibilidade sexual para a identificacdo dessas espécies (Hernadndez-Ortiz et al., 2012),
que é um procedimento complexo e contribui com a aquisi¢do de informagdes que auxiliam o

desenvolvimento de técnicas de combate a essas pragas agricolas (Dyck et al., 2005). Desse
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modo, a identificacdo de morfotipos demanda diferentes abordagens integradas (Schutze et
al., 2017), com o uso de analises moleculares.

Portanto, a compreensdo de eventos de diferenciagdo em moscas-das-frutas tem se
tornado cada vez mais importante para o planejamento e estudos de estratégias de controle
populacional (Ruiz-Montoya et al., 2020), como o isolamento reprodutivo que pode levar
grupos de espécies a especiacdo em decorréncia do impedimento do fluxo génico entre elas
(Butlin e Ritchie, 2001; Wu e Ting, 2004), e para os estudos sobre supostos "genes de
especiacdo”. Estes genes constituem formas alélicas distintamente adaptadas e ndo integraveis
aos genomas de diferentes populagdes (Wu, 2001) que estdo associados, ou que caracterizam,
diferentes linhagens evolutivas. A familia de genes coridnicos € um exemplo entre potenciais
genes candidatos a participar do processo de diferenciacdo de algumas espécies, como
evidenciado na familia Drosophilidae (Eickbush e 1zzo, 2009) e até mesmo em espécies de
Anastrepha (Goncalves et al., 2013).

1.2 GENES CORIONICOS E EVOLUCAO MOLECULAR

A familia multigénica dos genes coriénicos codifica proteinas estruturais denominadas
proteinas coridnicas, que sdo expressas de forma sequencial durante os estagios da
coriogénese (Nadel e Kafatos, 1980; Papantonis et al., 2015), formando uma Unica estrutura
macromolecular denominada corion em um processo combinado (Eickbush e 1zzo, 2009). E
uma familia génica bem caracterizada em evolucdo e desenvolvimento, pois possui
propriedades compartilhadas e Unicas, como por exemplo, evolucdo facilitada por sequéncias
diferentes entre si (Jones e Kafatos, 1980) e evolucédo rapida em alguns de seus componentes,
pelos quais fragmentos dessas sequéncias podem ser comuns a individuos de uma espécie,
mas ndo a individuos de espécies distintas (Eickbush e 1zzo, 2009).

As proteinas coribnicas sdo abundantes e codificadas por genes estruturais, 0s genes
coribnicos, que sdo expressos em niveis elevados em um programa temporalmente regulado
(Spradling e Mahowald, 1980), e participam da formacdo do corion diretamente com a
localizagdo dessas proteinas na parte externa do ovo pela expressao regulada e temporalmente
limitada (Parks e Spradling, 1987). Em um subgrupo de Drosophila melanogaster, alguns
destes genes estdo envolvidos em processos adaptativos ao ambiente, nos quais as proteinas
coribnicas da membrana externa do ovo (corion) evoluem mais rapidamente em comparagéo
com a genes que formam a membrana interna (vitelinica), por estarem sob selecdo positiva
(Jagadeeshan e Singh, 2007). A membrana vitelinica € responsdvel pela protecdo do ovo
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contra fatores externos (Gongalves et al., 2013) e é formada pelas proteinas vitelinicas que,
por sua vez, sdo codificadas pela familia dos genes vitelinicos (Jagadeeshan e Singh, 2007).
Sdo proteinas que participam da formacdo de proteinas precursoras de gema como a
Vitelogenina (Byrne et al., 1989), e desempenham fun¢des imunoldgicas e relacionadas a
longevidade (Amdam et al., 2003).

Um estudo que investigou genes expressos em tecidos reprodutivos de machos e
fémeas de A. fraterculus e A. obliqua revelou que o gene defective chorion 1 apresenta alta
taxa evolutiva entre elas (Rezende et al., 2016), o que foi também encontrado para um estudo
mais amplo com diversas espécies de Anastrepha, mesmo entre espécies de grupos
filogeneticamente préximos, com razdo entre taxas de substituicdo dN/dS acima de 0,6
(Congrains et al., 2018), indicando consideravel relevancia desse gene no contexto de
espécies cripticas no grupo fraterculus.

A relacdo dN/dS (taxa de substituicBes ndo-sindnimas/taxa de substituicdes sindbnimas)
é um dos métodos utilizados para investigar se sequéncias genéticas codificantes evoluem sob
selecdo positiva (dN/dS<1), neutra (dN/dS=1) ou purificadora (dN/dS>1) (Kimura, 1977,
Nielsen, 2005). A pressao de selecdo pode impulsionar diversificacfes na sequéncia do gene e
seus produtos proteicos (Findlay e Swanson, 2010). Portanto, o estudo de genes e proteinas
reprodutivos contribuem com a maior compreensao sobre esse processo, principalmente por
explicitar as forcas evolutivas envolvidas na diferenciacdo de espécies (Swanson e Vacquier,
2002), como as espécies cripticas e de consideravel proximidade evolutiva do grupo
fraterculus, especialmente por meio da genémica comparativa (Findlay e Swanson, 2010),
cujas analises acerca dos componentes genéticos das diferencas fenotipicas tém o potencial de
auxiliar na identificacdo de genes envolvidos no processo de especiacdo (Zeng et. al., 2000).

Ademais, 0s estudos sobre 0s genes e proteinas reprodutivos também contribuem com
o0 esclarecimento da influéncia de suas divergéncia e diversidade no processo de especiacao
(Swanson e Vacquier, 2002), ja que estes evoluem tanto por eventos de substituicdo quanto
por mutacbes de inversdo, duplicacdo ou delecdo (Jones e Kafatos, 1980), permitindo
investigar quais forcgas seletivas influenciam o seu processo evolutivo, o que pode contribuir
com a compreensdo da sua influéncia na diferenciagdo em moscas-das-frutas do género

Anastrepha.
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1.3 ESTRUTURAS MACROMOLECULARES DO OVO

A oviposicdo em substratos distintos expde 0s ovos de insetos a condigOes
potencialmente estressantes, por isso séo estruturas fechadas internamente pela casca, que por
sua vez deve permitir que as trocas gasosas e de umidade ocorram normalmente entre o
embrido e o0 meio externo (Figueiredo et al., 2016). A Figura 1 mostra estruturas das cascas de
ovos em D. melanogaster (a) e em Anastrepha sororcula (b). Em Drosophila (Figura 1.a), a
casca do ovo é uma matriz extracelular especializada que se forma durante os ultimos estagios
da oogénese entre 0 odcito e as células somaticas sobrepostas (Mauzy-Melitz e Waring,
2003). E uma estrutura composta pelas camadas proteicas denominadas membrana vitelinica e
cérion (Noguerén e Waring, 1995), que conferem protecdo ao embrido contra fatores
ambientais adversos (Figueiredo et al., 2016).

A membrana vitelinica envolve o embrido internamente e consiste em uma membrana
mais fina e menos diversa (Figueiredo et al., 2016), que propicia protecdo geral e elementos
nutricionais (Papantonis et al., 2015). Por representar uma barreira fisica impenetravel, pode
fornecer ndo s6 um mecanismo de comunicacdo entre as células foliculares e o odcito, mas
também uma superficie de deposicdo de particulas do corion e de armazenamento de produtos

que atuam na formacao dos padrdes embrionarios (Noguerdn et al., 2000).
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(a) Drosophila melanogaster

fc: células foliculares

ec: exocorion

en: endocorion tripartido

icl: membrana coridnica interna
vm: membrana vitelinica

00: 00cito

o EXO
N — OEL
== o1L

™ MEL
- I

el -

ICL: membrana endocoridnica mais interna
ITL: membrana trabecular interna

IEL: membrana endocoridnica interna
MEL: membrana endocorionica média
OTL: membrana endocoridnica externa
OEL: membrana trabecular externa

Figura 1: Comparacdo entre as estruturas do corion encontradas para Drosophila melanogaster (a) e para
Anastrepha sororcula (b). Modificado de Figueiredo e colaboradores (2016).
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Por outro lado, o corion envolve a membrana vitelinica e o embrido externamente e é
subdividido em varias camadas justapostas que além de facilitar as trocas gasosas com 0 meio
externo (Figueiredo et al., 2016), conferem protecdo mecénica e contra a dessecacao
(Chapman, 2013). S&o elas: camada corionica interna (Inner Chorion Layer ou ICL),
endocorion tripartido (Noguerén e Waring, 1995), e exocorion amorfo (Margaritis, 1985;
Figueiredo et al., 2016). O endocorion tripartido de Drosophila é organizado em superficie,
pilares e telhado reticulado (Noguerdn e Waring, 1995), enquanto o exocorion € uma estrutura
fibrosa quimicamente mal definida e secretada sobre o endocorion no estagio 14 da oogénese
(Mauzy-Melitz e Waring, 2003).

Em Anastrepha em geral, e no grupo fraterculus em particular (Figura 1.b), o cdrion é
mais complexo, inclusive quando comparado ao de outros tefritideos (Figueiredo et al., 2016).
Estudos de microscopia eletrénica com ovos de diversos grupos do género Anastrepha
mostraram um endocérion de estrutura basica formada por 6 camadas: a membrana
endocorionica mais interna (ICL), a membrana trabecular interna (ITL), a membrana
endocoridnica interna (IEL), membrana endocoribnica média (MEL), a membrana
endocoridnica externa (OTL) e a membrana trabecular externa (OEL) (Figueiredo et al.,
2016).

A ICL é uma membrana fina e continua que fica justaposta a IEL, que representa uma
camada mais grossa e que conecta a ICL as cavidades da ITL. Os pilares da ITL se expandem
e se fundem na parte superior para formar a MEL, que ndo é uma camada continua, mas sim
dividida por canais. A MEL, por sua vez, possui pilares protetores que formam o exterior da
OTL, e que se fundem em filamentos finos para compor a rede continua do OEL. A OEL
consiste na camada mais superficial do endocérion e é recoberta pelo exocorion (a cobertura
externa do ovo) (Figueiredo et al., 2016).

A membrana vitelinica e o corion sdo tecidos reprodutivos importantes na protecdo do
embrido (Wei et al., 2019), e séo sintetizados nos ultimos estdgios da oogénese em um
processo complexo de montagem macromolecular regulado pelo desenvolvimento (Hawley e
Waring, 1988) e pela expressdo de genes e proteinas vitelinicas e coriénicos (Jagadeeshan e
Singh, 2007).

1.4 OOGENESE E GENE DEC-1

Em Drosophila, a sintese da casca do ovo ocorre dos estagios 8 ao 14 do processo de

oogénese, no qual ha ativagdo transcricional programada de genes vitelinicos e coriénicos
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(Tootle et al., 2011) e a provavel deposicdo sequencial de camadas para formar a membrana
vitelinica e o corion (Giorgi, 1977) (Figura 2). Durante os estagios 9 e 10 (Mauzy-Melitz and
Waring, 2003), os foliculos ovarianos recebem o sinal interno de um hormdnio esterdide e
iniciam a absor¢do da gema e a sintese da membrana vitelinica, o que marca também o inicio
da vitelogénese (Tootle et al., 2011). Nesta etapa, 0s genes vitelinicos sdo expressos e
codificam as proteinas vitelinicas (Papantonis et al., 2015) que sdo consideradas estruturais e
participam da formacdo da membrana vitelinica (Goncalves et al., 2013), que no estagio 11
torna-se morfologicamente completa (Mauzy-Melitz e Waring, 2003).

8§ 9 10 11 12 13 14

>1234567

| |
Vitelogénese + Coriogénese =
Sintese da casca do ovo

Pré-vitelogénese

?Illlllll (AR RN [N

R Transcricao do dec-1 .,“‘
0”
8§ 9 10 11 12 13 14
L B ]
L] |
Vitelogénese Coriogénese

Figura 2: Esquema das etapas do processo de oogénese. Em verde esté representada a etapa desse processo na
qual ocorre a formac&o da casca do ovo, e em laranja, a etapa na qual o gene dec-1 é transcrito, de acordo com o

proposto para Drosophila melanogaster.

No final da vitelogénese, os foliculos ovarianos aumentam em volume e tém sua taxa
metabolica aumentada, caracterizando o inicio da coriogénese (Papantonis et al., 2015). Com
a amplificacdo e expressdo dos genes coribnicos estruturais no final do estagio 10 (Tootle et
al., 2011) e inicio do estagio 11 (Margaritis, 1985), as proteinas coridnicas sdo codificadas e
expressas de maneira sequencial e combinada, e o cérion comeca a ser produzido (Nadel e
Kafatos, 1980; Eickbush e 1zzo, 2009). Durante os estagios de 11 a 14, a camada coriénica
interna, o endocérion tripartido e o exocorion sdo formados (Margaritis, 1985). No estagio 14,
a formacdo de crosslinks de di e tri-tirosina faz com que as camadas externas do corion

tornem-se insoltveis (Mindrinos et al., 1980), o que contribui para que a casca do ovo consiga
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desempenhar sua funcdo como elemento estrutural (Waring et al., 1990).

O gene defective chorion 1 (dec-1) é transcrito durante os estagios de 9 a 12 do
processo de oogénese (Hawley and Waring, 1988) e codifica ao menos 3 pro-proteinas
foliculares em Drosophila melanogaster: FC106, FC125 e FC177 (Andersson e
Lambertssom, 1991). Estas pro-proteinas séo resultado de splicing alternativo do mRNA deste
gene, que faz com que compartilhem as regides central e N-terminal, mas sejam diferentes na
regidao C-terminal (Waring et al., 1990). Dentre as regides compartilhadas entre os trés
produtos, estdo dominios repetitivos de 26 aminoacidos de comprimento na regido central do
gene, nos quais mutacdes podem afetar as sequéncias dos 3 produtos proteicos (Waring et al.,
1990).

As pro-proteinas FC106, FC125 e FC177 sdo secretadas constitutivamente pelas
ceélulas foliculares (Noguerdn and Waring, 1995) em diferentes estagios da coriogénese de D.
melanogaster (Waring et al., 1990), o que sugere fun¢des distintas e essenciais para cada uma
delas (Spangenberg and Waring, 2007). Apdés secretadas, localizam-se na membrana vitelinica
proximal ao odcito, onde sofrem clivagem proteolitica pds-traducional extracelular regulada
pelo desenvolvimento (Nogueron e Waring, 1995) e multiplos derivados proteicos sao
gerados (Nogueron et al., 2000).

Os derivados proteicos de dec-1 possuem papel chave na montagem e na estabilizacao
da casca do ovo (Waring et al., 1990) e séo liberados da membrana vitelinica em momentos e
quantidades distintos (Noguerdn et al., 2000). Esta membrana desempenha papel importante
na migracdo dos derivados do dec-1, pois atua como local de armazenamento transitorio
destas moléculas (Waring et al., 1990) e controla sua concentracdo antes da montagem, o que
previne a formacdo e interacdo prematuras e/ou inadequadas de proteinas (Noguerén et al.,
2000). Apos liberados, os derivados sdo realocados em regides distintas da casca do ovo
(Nogueron et al., 2000). Em conjunto, FC106, FC125 e FC177 sdo clivadas em pelo menos 5
fragmentos proteicos e alguns deles podem ser levados pelo od6cito para o corion como um

todo, ou para as cavidades endocoriénicas (Waring et al., 1990).

1.5 FUNCAO E IMPORTANCIA DO DEC-1 E SUAS PRO-PROTEINAS

A pro-proteina FC106 é a mais abundante das 3 pro-proteinas previamente
mencionadas (Mauzy-Melitz and Waring, 2003) e é sintetizada e secretada pelas células
foliculares ovarianas nos estagios 9 e 10 da oogénese em D. melanogaster (Bauer and
Waring, 1987). Durante o estagio 10, ela é clivada nos derivados N-terminal s25 e C-terminal
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s80 (Bauer and Waring, 1987). Apos gerado, o s25 é encontrado na membrana vitelinica, no
endocdrion e na camada coridnica interna (ICL), sendo o Unico derivado do dec-1 a localizar-
se dentro desta camada (Noguerén et al., 2000).

A distribuicdo do derivado protéico N-terminal s25 por todas as camadas do ovo de D.
melanogaster € associada as interaces proteina-proteina intercamadas (Noguerén et al.,
2000) devido ao seu segmento central com alanina e rico em prolina, que também seria capaz
de fornecer protecdo contra adversidades ambientais (Badciong et al., 2001) e de formar uma
superficie hidrofobica sobre as outras proteinas da casca do ovo (Williamson, 1994). As
prolinas dos envelopes de células cornificadas, por exemplo, promovem ligaces proteina-
proteina cruzadas, o que confere a mesma protecdo fisico-quimica (Badciong et al., 2001).
Além disso, as caracteristicas destes aminoacidos teriam o potencial de promover a
reticulacdo de s25 a si mesmo ou com outras proteinas da casca do ovo, o que é reforcado
pelo fato deste derivado encontrar-se reticulado no final da oogénese (Badciong et al., 2001).

Nos estagios 13 e 14 da odgenese em D. melanogaster, o derivado protéico C-terminal
s80 é clivado nos derivados N-terminal s20 e C-terminal s60 (Noguerdn et al., 2000). O s20
sai rapidamente da membrana vitelinica, é absorvido pelo o6cito e mantém-se ligado a
vesiculas de membrana (Noguerén et al., 2000), nas quais pode auxiliar e ordenar as
interacdes protéicas que antecedem a formacdo do odcito, e a propria montagem do ovo
(Badciong et al., 2001). Além disso, s20 possui estrutura basica e aminoacidos carregados,
como K e R (lisina e arginina: carga positiva), e E e D (acido Glutamico e acido Aspartico:
carga negativa) (Spangenberg and Waring, 2007). O derivado s60 consiste majoritariamente
de um motif de repeticdo de 26 aminoacidos com alto teor de glutamina (Spangenberg and
Waring, 2007). Devido a sua clivagem ocorrer quando o endocorion esta se organizando em
uma estrutura tripartida e a sua migracdo para esta mesma camada assim que € gerado,
sugere-se que seja uma molécula necessaria para tal organizacdo e para eventos de montagem
posteriores (Noguerdn et al., 2000).

Ademais, a producdo do derivado protéico C-terminal s60 com alto teor de glutamina
pode estar associada a a¢do da involucrina dos queratindcitos de eucariotos em geral (Waring
et al., 1990), que quando fragmentada tem seus residuos de glutamina expostos para atuar
como receptores de aminas primarias (Eckert and Green, 1986). Estas ligacdes sdo catalisadas
pela enzima transglutaminase em um processo de reticulagdo que garante a estabilidade dos
envelopes destes queratindcitos (Eckert and Green, 1986). Desta maneira, a clivagem de s80

em s60 deixaria 0s residuos de glutamina expostos, o que possibilitaria um processo de
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reticulacdo capaz de conferir estabilidade ao endocérion (Waring et al., 1990).

A pro-proteina FC125 acumula-se na membrana vitelinica no inicio do estagio 10 da
o0genese de D. melanogaster e é clivada no derivado C-terminal s95 no final deste mesmo
estagio, nas cadmaras do ovo (Waring et al., 1990). Seu derivado N-terminal ndo é estavel e
ndo desempenha nenhuma fungédo até entdo conhecida no processo de coriogénese (Nogueron
et al., 2000), no entanto, estudos com mutantes nulos para s95 mostraram fémeas estéreis, 0
que indica sua importancia, potencialmente na formacdo da casca do ovo (Mauzy-Melitz e
Waring, 2003).

Enquanto FC106 e FC125 (id.) sdo sintetizadas e clivadas durante a formacdo da
membrana vitelinica, a FC177 é sintetizada nos estagios 11 e 12, e clivada no derivado C-
terminal s85 somente nos estagios 12 e 13 da coriogénese, além de ser a maior das 3 pro-
proteinas produzidas (Noguerén et al., 2000). A proteina derivada s85, assim que produzida,
rapidamente fica localizada nas cavidades endocorionicas, sendo o unico derivado de dec-1 a
migrar para esta estrutura quimicamente desconhecida (Noguerdn et al., 2000). E um produto
proteico de natureza hidrofilica, com regido central rica em glutamina e metionina, e com
dominio C-terminal rico em cisteina, 0 que sugere que esta molécula esteja envolvida na
estabilizacdo da membrana vitelinica (Waring et al., 1990), através da formacgédo de ligacoes
dissulfeto intermoleculares, de interacbes homologas ou com componentes subjacentes da
matriz extracelular (Badciong et al., 2001).

Na auséncia de FC177 e s85 (ibid), o endocorion apresentava morfologia semelhante
ao normal, porém, a sua triparticio ndao e formada, o que sugere que FC177 e s85 séo
necessarias para a formacao das cavidades endocoribnicas e prevencao da agregacao anormal
de proteinas dentro desta estrutura (Mauzy-Melitz e Waring, 2003). Diante disso, sua funcédo
também tem sido associada a proteinas de andaime virais (Mauzy-Melitz e Waring, 2003), ou
seja, enquanto estas proteinas de andaime virais promovem a montagem de macromoléculas
por interacBes proteina-proteina corretas (Dokland, 1999), o derivado s85 promoveria a
agregacao de proteinas do corion para formar os pilares, piso e teto reticulado do endocérion
ao se vincular ao espaco extracelular (Mauzy-Melitz e Waring, 2003).

As pro-proteinas do dec-1 sdo sintetizadas durante a formacao da membrana vitelinica,
porém, Bauer e Waring (1987) observaram que os problemas morfologicos em fémeas
mutantes nulas para o derivado s85 s6 ficam aparentes no final da coriogénese, 0 que sugere
que dec-1 pode desempenhar um papel importante na formagdo da casca do ovo. Ademais,

estudos baseados em imunolocalizagcdo e hibridizagdo de RNA associaram as alteragoes
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morfolégicas do corion com a perda de proteinas vitelinicas (Pascucci et al., 1996) e de
proteinas coridnicas estruturais (Digan et al., 1979).

Estudos com mutantes nulos observaram que a camada corionica interna (ICL) torna-
se defeituosa na auséncia dos derivados proteicos do dec-1 (Margaritis et al., 1991) e que o
endocorion ndo organiza-se em uma estrutura tripartida e seu material colapsa dentro da
membrana vitelinica (ibid) (Hawley e Waring, 1988). Enquanto a pr6-proteina FC106 por si
sO ndo € suficiente para a formacdo do endocorion tripartido e a FC125 nédo é necessaria para
tal processo, a FC177 € responsavel pela producdo do piso, dos pilares e do teto reticulado
(Mauzy-Melitz and Waring, 2003). Entretanto, FC106 e FC125 séo suficientes para evitar que
o endocdrion colapse, e o derivado s25 (FC106) é essencial para manté-lo estavel (Mauzy-
Melitz and Waring, 2003).

De modo geral, mais de uma das pro-proteinas e derivados proteicos de pelo menos
duas delas parecem ser necessarios para formagdo de um ovo funcional e para a fertilidade da
fémea de D. melanogaster (Noguerdn et al., 2000; Mauzy-Melitz and Waring, 2003), o que
sugere que estes produtos proteicos interagem com outras proteinas envolvidas na coriogénese

e governam os eventos de montagem da casca do ovo (Waring et al., 1990).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o papel do gene defective chorion 1 no
processo de diferenciacdo das espécies do grupo fraterculus, em particular A. fraterculus e A.
obliqua. Portanto, os objetivos especificos foram:

- Investigar a estrutura molecular do gene coriénico dec-1 para espécies de Anastrepha
a partir de transcriptomas de Anastrepha fraterculus e A. obliqua gerados em nosso
laboratorio e da sequéncia génica derivada do genoma de A. ludens;

- Caracterizar as isoformas FC106, FC125 e FC177 usando como modelo sequéncias
do dec-1 de D. melanogaster disponivel no FlyBase e de ort6logos disponiveis no NCBI;

- Realizar analises de selecdo no intuito de identificar forcas evolutivas que estéo
influenciando a diversidade deste gene coridnico nas espécies A. fraterculus e A. obliqua;

- Caracterizar o desenvolvimento ovariano em individuos da espécie A. fraterculus, a
fim de compreender morfologicamente o momento em que o dec-1 se expressa em
Anastrepha através de comparacdes com o0 que se conhece para 0 organismo modelo D.

melanogaster.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 IDENTIFICACAO DO GENE DEFECTIVE CHORION 1 (DEC-1) EM
ANASTREPHA

Para identificar os transcritos do dec-1, sequéncias de seu ortdlogo em D.
melanogaster — Dmdec-1 (nimero de acesso no Flybase: FBgn0000427) foi usada para buscas
por contigs em transcriptomas de A. fraterculus, A. obliqua e A. grandis disponiveis em nosso
laboratdrio (Gongalves et al., 2013; Rezende et al., 2016; Congrains et al., 2018; Congrains et
al., 2021). Os potenciais variantes de splicing alternativo do dec-1 nestas moscas foram
identificados por predicdo da sequéncia deste gene no genoma de Anastrepha ludens,
generosamente compartilhado conosco pelo laboratério do Dr. Scott Geib, apesar de agora
estar ja disponivel no GenBank. Tal versdo do genoma tinha cerca de 683 Mb, e teve
repeticdes e regides de baixa complexidade mascaradas (Dupuis et al., 2019).

Para realizar a identificacdo de sequéncias similares a Dmdec-1 e seu isolamento, o
software Funannotate v. 1.8.9 (Palmer e Stajich, 2019) foi utilizado para a previséo e
anotacdo do genoma de A. ludens:a previsdo ab initio da sequéncia nucleotidica no
pipeline foi realizada pelo uso dos programas preditores de genes Augustus v. 3.3.3 (Keller et
al., 2011), snap v. 2006-07-28 (Korf, 2004) e glimmerHMM v. 3.0.4 (Majoros et al., 2004),
com a consulta de varios bancos de dados com curadoria para funcdo de proteina e
identificacdo de dominio.

O programa Augustus v. 3.3.3 prevé genes em sequéncias gendmicas eucarioticas por
meio de informacbes de homologia entre proteinas (Keller et al.,, 2011). As sequéncias
proteicas de Rhagoletis zephyria também foram fornecidas como evidéncia para o
treinamento do Augustus, juntamente com modelos BUSCO (Manni et al., 2021) para Diptera
(Odb10), facilitando a identificacdo de regides codificadoras de proteinas. O método BUSCO
estima a integridade e redundancia de dados genémicos e transcriptdmicos por meio de
métricas biologicamente significativas baseadas no conteudo genético esperado, mesmo que a
origem taxonémica das espécies seja desconhecida (Manni et al., 2021).

O programa snap v. 2006-07-28 identifica SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo
Unico) proximos em desequilibrio de ligaco e facilita a interpretacdo e comparacdo entre
regibes gendmicas e suas variantes (Korf, 2004). O software glimmerHMM v. 3.0.4, por sua
vez, € um localizador de genes baseado no modelo generalizado de cadeias de Markov ocultas
(GHMM), que inclui a busca de regifes inter e intra-génicas em sequéncias de tamanho fixo

(Majoros et al., 2004). No presente caso, foram utilizados os bancos de dados: Uniprot

24



(Uniprot Consortium, 2019) com um valor de corte de 1103, e o Gene Ontology (Ashburner
et al., 2000). Em seguida, os modelos de genes encontrados foram filtrados por comprimento
de sequéncia, intervalos de abrangéncia e elementos transponiveis, e 0s produtos génicos
foram identificados (Palmer e Stajich, 2019). A partir destes produtos génicos encontrados, a
sequéncia genémica de dec-1 foi identificada em Anastrepha ludens .

3.2 CARACTERIZACAO E ESTRUTURA MOLECULAR DO DEC-1

Uma vez tendo identificadas as sequéncias genémicas do dec-1 de A. ludens, tais
sequéncias foram utilizadas tanto para buscar no GenBank, por meio da ferramenta BLAST,
potenciais ortologos de outras espécies de Tephritidae e de Cyclorrhapha, quanto para a
garimpagem nos transcriptomas disponiveis em nosso laboratorio para a identificacdo em
outras especies de Anastrepha. As sequéncias de nucleotideos codificantes garimpadas de A.
ludens, A. fraterculus e A. obliqgua foram convertidas em suas supostas sequéncias
correspondentes de  aminodcidos usando a  ferramenta  Expasy  Translate
(https://web.expasy.org/translate/).

Para a discriminacdo das isoformas, a base de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nig.gov/sites/entrez) foi utilizada para identificar o ortélogo de maior
semelhanca em outros Tephritidae (ou seja, R. zephyria, NCBI gene ID: 108362233), a fim de
utiliza-lo como modelo para localizagdo dos limites éxon-intron de dec-1 em A. fraterculus e
A. obliqua. Todas as sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos foram alinhadas usando
Clustal-W (Larkin et al., 2007) implementado no programa Bioedit, e as arquiteturas intron-
éxon foram definidas por comparagdes. Além disso, buscas por dominios em comum com
ortdlogos foram realizadas no site Motif Search (https://www.genome.jp/tools/motif/), e as
porcentagens de semelhancas entre eles foram analisadas com a ferramenta SMS
(https://lwww.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.html), a fim de verificar a existéncia de
regibes conservadas e associd-las com possiveis funcGes bioldgicas do dec-1 entre os
Cyclorrhapha (uma subordem de Diptera pertencente ao clado dos Muscomorpha), bem como

as consequéncias da acdo da selecdo sobre elas.
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3.3 PROCEDIMENTOS MOLECULARES E TESTES DE SELECAO

3.3.1 Populagdes Experimentais

Coletamos frutos de oito pontos de amostragem distribuidos nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste do Brasil, que foram mantidos em gaiolas de acrilico (21 x 13 x 13 cm), recobertos
com vermiculita, até a pupacdo, em laboratério sob temperatura controlada (26 + 5 °C), 65%
de umidade relativa e condi¢des de iluminacdo natural. As pupas foram separadas em uma
nova gaiola e os adultos que emergiam dispunham de agua e uma fonte de alimento a base
de levedura, glicose e proteina hidrolisada ad libitum. Nestas condi¢des, esses adultos foram
mantidos por 10 a 15 dias, ou seja, até atingirem a maturidade sexual. Os adultos maduros
foram identificados de acordo com Zucchi (2000), 30 casais foram separados para estabelecer
colonias de moscas que foram mantidas em mangas e usadas como repositorios para
oviposicdo. Para os procedimentos moleculares e testes de selecdo, 27 fémeas (Tabela 1)
foram sacrificadas por congelamento em gelo e armazenadas a -80 °C para posterior extragdo
de DNA.

Tabela 1: Amostras de Anastrepha obliqua e Anastrepha fraterculus coletadas em diferentes
localidades e utilizadas na analise populacional.

A. obliqua A. fraterculus
Localidade/Estado Amostra |Localidade/Estado Amostra
AFTla
AOP1 . , AFT2a
Capanema/PR AOP4 Sdo Thomé das AFT3b
AOP4a Letras/MG AFT4a
AFT5b
AOM1b
Marialva/PR AOM2b
AOM3
AOCTL AFPIl1a
a
AOCT?a Pinheiros/ES QEEEZ
AOCT4c
AOCT5a
ﬁgﬁgéa Espirito Santo do ~ AFST1a
c Turvo/SP AFST?2
Passos/MG AOPS4a
AOPS5c Criciuma/SC AFCR3a

AO=Anastrepha obliqua (P= Capanema; M= Marialva; CT= Caetité; PS= Passos). AF= Anastrepha
fraterculus (T= S8o Thomé das Letras; Pl= Pinheiros; ST= Espirito Santo do Turvo; CR= Criciima). Os
numeros representam a identificacdo de cada fémea coletada. As letras a, b, e ¢ indicam os clones utilizados
para cada individuo.
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3.3.2 Extracao de DNA e amplificagdo por PCR

O material previamente congelado foi macerado em tampéo de lise e digerido em
proteinase K para a extracdo do DNA total de cada individuo adulto inteiro, segundo o
protocolo de tiocianato de guanidina (Nelson e Krawetz, 1992) e de precipitagio do DNA
com &alcool isobutilico. Ap6s a precipitacdo, as amostras de DNA obtidas foram
ressuspendidas e submetidas a corrida eletroforética em gel de agarose 1% e visualizadas
com brometo de etideo em transiluminador com luz ultravioleta, a fim de confirmar a
qualidade do DNA extraido.

Como o gene dec-1 possui uma organizagdo complexa, com splicing alternativo de
diferentes éxons, uma regido especifica do Exon-3 que é comum as diferentes isoformas,
alinhada para diferentes espécies de Anastrepha, foi selecionada. Para isso, primers foram
desenhados para amplificar essa regido nas 27 moscas. Utilizamos o software Primer3Plus
(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)  para  auxiliar  na
confeccdo dos primers, considerando parametros padrdo do programa, e o site da IDT
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) para analise das condigdes (%GC, Tm,
etc), que levaram a producdo dos primers dcl _2371F: 5’ - ATG TCT ATG GAT AGG CAA
ATG - 3’ e dcl_3236R: 5° - GGA GYG GCC AAG CCT AGC ATA TC - 3°. As
amplificacdes foram feitas de acordo com o padrdo da literatura (Saiki et al., 1988) em um
Termociclador BioRad T100TM programado para 35 ciclos de 94°C por 1°, hibridacdo por
90” a 54,2°C e 72°C por 1’, com 3’ no inicio a 94°C para desnaturagdo e 3’ de extensao final.
Os produtos de amplificacdo foram verificados em gel de agarose a 1% contendo brometo de
etidio sob iluminacdo UV, e purificados utilizando o protocolo de precipitacdo diferencial com
PEG (Polietileno Glicol) 8000 e NaCl (Lis and Schleif, 1975).

3.3.3 Clonagem e Sequenciamento

A fim de evitar problemas de sequenciamento causados pela presenca de possiveis
indels e pelos proprios polimorfismos, os produtos de PCR obtidos foram clonados com o kit
InsTAclone (Fermentas): as amostras purificadas foram incorporadas na concentracao
sugerida pelo kit na reacdo de ligacdo com o vetor pTZ57R/T, que foram mantidas em
temperatura de 4 °C até o dia sequinte. O produto dessa ligacdo foi utilizado para transformar
bactérias competentes E. coli DHS5o por choque térmico a 42 °C por dois minutos e
plaqueadas em meio de cultura LB s6lido com ampicilina para crescimento overnight em

estufa a 37 °C. As colbnias transformadas obtidas foram isoladas com o auxilio de palitos
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autoclavados, diluidas em &gua ultrapura e fervidas a 98 °C para lise celular.

Em seguida, clones positivos foram amplificados com primers M13 (M13F: 5'- GTA
AAA CGA CGG CCA GT - 3/M13R: 5- GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3") por 35
ciclos, como segue: (a) 94°C para 1 minuto na etapa de desnaturacéo; 34 ciclos com (b)
adicdo da etapa de 94°C por 30”, hibridacdo por 30” a 56°C e 72°C por 3’, com 3’ no inicio a
94°C para desnaturagdo e 3’ de extensdo final. Os produtos foram novamente purificados
com PEG 8000 e as amostras obtidas foram preparadas em placas de sequenciamento com o
primer M13F a 5 uM e concentracdo de 50 nmol pL™ para posterior sequenciamento por
Sanger (Sanger et al., 1977), na Macrogen Inc (Seoul, Coréia).

3.3.4 Alinhamentos

As sequéncias e os eletroferogramas da regido amplificada obtidas do sequenciamento
feito em uma facility foram visualmente inspecionados em conjunto com as sequéncias do
transcriptoma de A. fraterculus e A. obliqua. As que apresentaram boa qualidade no
sequenciamento foram alinhadas utilizando o software MAFFT que possui algoritmos mais
precisos para o alinhamento de sequéncias codificantes, no qual o método L-INS-i foi
implementado, pois permite avaliar a consisténcia entre um alinhamento mdltiplo e
alinhamentos emparelhados (Katoh et al., 2019).

Para testes de evolucdo molecular, foram consideradas apenas as sequéncias da
isoforma mais curta do dec-1 (FC106), por ser a mais predominante entre os ortélogos
identificados no GenBank. As sequéncias foram divididas em trés grupos de espécies que
representam diferentes padrdes de selecdo em tempos evolutivos distintos: “Anastrepha”,
“Tephritidae” e “Cyclorrhapha”, com 31, 10 e 13 espécimes, respectivamente, que foram
independentemente alinhadas usando o software MAFFT (Katoh et al., 2019). As sequéncias
utilizadas estdo disponiveis no Apéndice A (Tabela 7) juntamente com seus cddigos de
acesso do NCBI. O primeiro conjunto de dados compreende os fragmentos amplificados de A.
obliqua e A. fraterculus, a regido correspondente para seus transcriptomas, a sequéncia
gendmica de A. ludens e, como grupo externo, a sequéncia do transcriptoma de A. grandis,
que foi identificada apds filtragem do transcriptoma de A. grandis disponivel (Gongalves et
al., 2013; Rezende et al., 2016; Congrains et al., 2018; Congrains et al., 2021), e pela consulta
da sequéncia genémica de A. ludens.

O segundo conjunto de dados, “Tephritidae”, incluiu sequéncias inteiras da isoforma

FC106 do dec-1 dos transcriptomas de A. obliqua, A. fraterculus e A. grandis, do genoma de
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A. ludens e dos genomas de Ceratitis capitata, Zeugodacus cucurbitae, Bactrocera tryoni,
Rhagoletis zephyria, R. pomonella e Drosophila pseudoobscura (esta utilizada como grupo
externo). O terceiro banco de dados (“Cyclorrhapha’) contém todas as sequéncias do segundo
grupo, com a adicdo de D. pseudoobscura, D. melanogaster, de D. albomicans e de Teleopsis
dalmanni (familia Diopsidae), que foi utilizada como grupo externo.

3.3.5 Testes filogenéticos e de selecdo

Com os dados do alinhamento de supostas cOpias ortélogas de dec-1 nos diferentes
conjuntos de espécies estudados, 0s niveis de saturacdo das sequéncias estudadas e as taxas
de transicdo e transversdo foram estimados no programa DAMBE 7.3.11 (Xia, 2018),
considerando o modelo evolutivo GTR. Tais anélises foram feitas individualmente, para cada
um dos trés conjuntos de amostras mencionados no topico anterior, que representam
diferentes niveis de divergéncia taxonémica, para os quais diferentes modelos de evolugédo de
cddons foram testados para detectar variacdo em « (6mega), ou seja, pela razdo entre as taxas
de substitui¢cdes ndo-sindnimas (dN) e sindbnimas (dS).

A andlise filogenética, novamente considerando individualmente cada um dos trés
conjuntos de dados de dec-1, utilizou 0 modelo evolutivo de substituicdo de nucleotideos mais
provavel para cada conjunto estimado pelo software ModelTest-ng (Darriba et al., 2020),
seguindo o Critério de Informacdo Bayesiana (BIC) (Schwarz, 1978) para inferir relacdes de
parentesco segundo o principio da Maxima Verossimilhanca (Guindon et al., 2010) no software
PhyML v.3.0. As arvores filogenéticas geradas foram visualizadas e editadas com o FigTree
v.1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)

Em seguida, testes de selecdo foram feitos tanto pelo método CODEML
implementado no software PAML (Yang, 1997; Chen, 2009) quanto pelo pacote HyPhy
implementado no DataMonkey (Kumar et al., 2018). Para ambos 0s modelos, duas categorias
de analise foram empregadas: uma global, ou seja, que considera taxas médias de evolugdo no
gene como um todo em todos os tdxons dentro da filogenia, e uma que considera apenas
diferencas em taxas em ramos especificos. O método CODEML detecta selecdo positiva entre
linhagens previamente selecionadas considerando a historia evolutiva por meio de um teste de
Méaxima Verossimilhanca (LRT) que compara o modelo nulo (MO nulo) com modelos que
permitem valores de o > 1. Para o teste de selegéo de ramos, verifica-se se 0s dados estéo sob
influéncia de selecdo positiva pela comparacdo entre as probabilidades calculadas para o

modelo nulo e para o modelo alternativo (Zhang et al., 2005; Yang e Dos Reis, 2011). O
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método Bayes Empirical Bayes (BEB) também foi implementado no PAML v.4 e utilizado
para estimar a probabilidade (posterior) de que um determinado codon estaria evoluindo sob
selecéo positiva (P > 0,95), e para inferir se os dados se encaixam em um modelo neutro de
evolucdo ou em modelos de selecdo alternativos, utilizando-se de testes de significancia LRT.

O pacote HyPhy, por sua vez, identifica assinaturas de selecdo positiva ou de selecéo
purificadora também pela razdo dN/dS, mas permitindo que mais de um ramo apresente
valores de w diferenciados. Para o teste de taxa global, assume-se uma Unica pressdo de
selecdo para todos os ramos pela identificagdo de evidéncias genéticas de selecdo positiva
para ramos especificos (Murrell et al., 2015). Para testar se o0s sitios estdo evoluindo
neutramente, ou estdo selecionados positivamente (dN/dS>1) ou negativamente (dN/dS<1), os
métodos FEL (Kosakovsky e Frosy, 2005), MEME (Murrell et al., 2012), BUSTED (Murrell
et al., 2015), RELAX (Wertheim et al., 2015) e FUBAR (Murrell et al., 2013), foram
utilizados. Estes métodos estédo implementados no software Datamonkey (Kumar et al., 2018).

O método FEL (Fixed Effects Likelihood) utiliza maxima verossimilhanga (ML) para
inferir taxas de substituicdo ndo sinbnimas (dN) e sindnimas (dS) para uma regido génica
como um todo, e assume que a pressdo de selegcdo para cada sitio é constante ao longo de toda
a filogenia (Kosakovsky e Frosy, 2005). O método MEME (Mixed Effects Model of
Evolution) usa analise de maxima verossimilhanca para testar se ramos individuais sofreram
acdo de selecdo episodica positiva ou diversificada em determinadas ramificacfes (Murrell et
al., 2012). J& o BUSTED (Branch-site Unrestricted Statistical Test for Episodic
Diversification) testa se um gene sofreu selecdo positiva em pelo menos um locus (Murrell et
al., 2015). O metodo RELAX, por sua vez, consiste em um teste de hipoteses que infere se a
forca da selecdo natural foi relaxada ou intensificada em ramos especificos, e permite
identificar tendéncias ou mudancas na pressao da selecdo natural em um determinado gene
(Wertheim et al.,, 2015). E por fim, o método FUBAR (Fast Unconstrained Bayesian
AppRoximation) infere taxas de substituicdo ndo-sindnimas (dN) e sindnimas (dS) por locus
em um alinhamento de regides codificantes e em sua filogenia correspondente por abordagem
Bayesiana, que também considera a pressao de sele¢do constante ao longo da filogenia. Foram
utilizadas arvores ndo enraizadas para analises globais, mas as mesmas foram enraizadas para

a analise de selecdo de ramos, considerando 0s grupos externos.
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3.3.6 Medicdo da magnitude fisico-quimica das substitui¢cdes de aminoéacidos

Para inferir o impacto de eventos de substituicio em supostas mudangas de
aminoécidos no gene dec-1, as arvores geradas pelo software PAML foram utilizadas no
software TreeSAAP (Selection on Amino Acid Properties using phylogenetic trees) (Woolley
et al., 2003). O padrdo de substituicdo de aminoacidos inferido é analisado pelos métodos de
Xia e Li (1998) e McClellan e McCracken (2001), que estimam as distribuicdes de potenciais
mudancas nas propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos e assumem que todas elas sdo
igualmente provaveis em condicOes neutras.

As mudancas médias esperadas e observadas nas propriedades dos aminoécidos no
gene estudado sdo resumidas pela diferenca percentual média (Xia e Li, 1998), e analisadas
pela qualidade do ajuste e pela comparacao estatistica entre as proporcoes de substituicdes de
aminodacidos observadas e as vias evolutivas esperadas para cada categoria de substituicdo
(McClellan e McCracken, 2001). Foram considerados positivos e significativos os z-scores
nas categorias de seis a oito, que representam as alteracGes estruturais ou funcionais mais

radicais, ou seja, as que apresentam maior diferenca em suas propriedades fisico-quimicas.

3.4 CARACTERIZACAO OVARIANA

3.4.1 Amostras utilizadas

Para a caracterizacdo morfologica dos ovarios foram utilizadas fémeas da espécie A.
fraterculus de uma colonia de reproducédo estabelecidas em laboratorio a partir de uma coleta
de goiaba (Psidium guajava) realizada em Criciuma/SC. Adultos maduros tiveram sua
identificacdo confirmada de acordo com Malavasi e Zucchi (2000), dos quais 30 casais foram
separados para estabelecer estoques de moscas em mangas que foram usadas como
hospedeiras para a oviposicdo e desenvolvimento de larvas. Apds eclosdo de larvas e seu
empupamento, gaiolas com pupas foram mantidas em BOD sob condicdo controlada:
iluminacdo em ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura controlada (26°C + 1 °C), 65% de
umidade relativa, racdo a base de levedura, glicose e proteina hidrolisada, e agua ad libitum.

A medida que os adultos emergiram, as fémeas foram separadas, sacrificadas por
congelamento em idades distintas (1, 5, 7, 10, 14, 15, 20, 25 e 29 dias) e armazenadas a -80
°C para os estudos morfologicos posteriores. As idades para dissecacdo foram escolhidas
segundo o padrdo estudado em Bactrocera cacuminata (Raghu et al., 2003), e em Anastrepha

suspensa (Kendra et al., 2016).
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3.4.2 Estudos morfologicos

Para identificar a idade fisiolégica ovariana e consequentemente, presumir 0 momento
em que o0 gene dec-1 se expressa em espécies do género Anastrepha, as moscas armazenadas
foram descongeladas em gelo e dissecadas em lupa (Leica, modelo MSV266). No total, 135
fémeas (15 individuos de cada idade) foram dissecadas com o auxilio de pincas de ponta fina
e submetidas a medi¢des dos ovarios e do corpo em geral.

A fim de avaliar a maturidade sexual, a carga de ovos maduros (CO) em cada ovario
foi contada, e o indice ovariano (I0) foi obtido por meio da multiplicacdo das medidas de
comprimento pelas medidas da largura dos ovérios (Landolt e Davis- Hernandez 1993,
Kendra et al. 2005). O comprimento dorsal do torax (borda anterior do mesonoto até a
extremidade posterior do mesoscutelo) (Sivinski, 1993) e o comprimento da asa anterior (base
da veia costal ao apice da asa) foram mensurados como indicadores independentes do
tamanho geral feminino, a fim de verificar se ha ou ndo alguma relacdo entre a idade e os
tamanhos do corpo e dos ovarios, ou seja, se 0s ovarios sofrem influéncia de caracteres que

ndo estdo envolvidos na reproducao.

3.4.3 Andlise estatistica

Para verificar a existéncia de simetria bilateral entre os ovarios esquerdo e direito, foi
avaliado se havia diferencas nas médias populacionais do Indice Ovariano (10) e Carga de
Ovos (CO) entre os dois ovarios. Para isso, foi utilizado o software Minitab v.19 (Minitab
LLC, 2021) primeiramente para realizar os testes de normalidade de Ryan-Joiner (Ryan e
Joiner, 1976) para o 10 e CO respectivo a cada idade avaliada e para cada posi¢do do ovario.
Como todos os dados apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o teste F para verificar,
em um teste de hipoteses, quais variancias dos grupos eram iguais ou diferentes com base no
p-valor para 95% de confianca. A mesma analise foi realizada para a CO e para as demais
idades. A informacdo de quais variancias eram iguais ou diferentes foi aplicada no teste t de
Student de igualdade de médias (Student, 1908), a partir do qual foi possivel verificar com
base no p-valor para 95% de confianca se as medias populacionais das medidas coletadas para
0s ovarios esquerdo e direito de cada idade diferem estatisticamente. Apos a identificacdo da
presenca de simetria bilateral, os dados foram reorganizados e as medidas dos diferentes lados
passaram a ser analisadas em conjunto.

Para inferir os possiveis momentos fisioldgicos dos ovarios, foram realizados testes de
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normalidade, teste F das variancias e teste t de Student de igualdade de médias para o indice
Ovariano e a Carga de Ovos entre as diferentes idades, a fim de verificar se a variancia e a
media populacional do 10 de moscas com 1 dia se diferenciavam da média populacional dos
outros dias. As médias apontadas como sendo estatisticamente diferentes foram submetidas a
um teste t de Student adicional de comparacdo de médias que identifica quais delas s&o
estatisticamente distintas das outras. Para uma melhor visualizagdo, foram elaborados gréficos
boxplot para as variaveis estudadas, com a identificacdo do momento fisioldégico ovariano.

As correlacBes entre ldade, indice ovariano, Carga de ovos e comprimentos de asa e
torax foram determinadas com comparagdes de pares a partir do indice de correlacdo de

Pearson, para indicar a forca e a direcdo da relacdo entre as variaveis (Freedman et al., 2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAQAO DO GENE DEFECTIVE CHORION 1

A identificacdo da sequéncia gendmica do dec-1 de A. ludens facilitou a busca de
potenciais ortélogos de outras espécies de Tephritidae e de Diptera e a garimpagem nos
transcriptomas disponiveis utilizando a ferramenta BLAST. A partir dessas andlises, trés
isoformas de dec-1 foram identificadas nos transcriptomas de A. fraterculus e A. obliqua
dentre as seis isoformas conhecidas e presentes em D. melanogaster. Elas correspondem as
isoformas A, B e C de D. melanogaster (Flybase: FBgn0000427), aqui denominadas X1, X2 e
X3 respectivamente, segundo as designacdes do NCBI para este gene em outros Tephritidae:
R. zephyria (Gene ID: 108362233), R. pomonella (Gene ID: 118735351), e C. capitata (Gene
ID: 101457983).

As sequéncias de dec-1 de D. melanogaster, R. zephyria e A. ludens, foram utilizadas
como modelo de limite éxon-intron para inferir a possivel posicdo equivalente desses exons
nas sequéncias do transcriptoma de A. obliqua e A. fraterculus (Congrains et al., 2018), a
partir de seu alinhamento. A comparacdo dessas sequéncias e 0s potenciais pontos de corte de
indel inferidos no alinhamento permitiram observar a provavel presenca de 6 éxons: na
regido 5'-upstream, os quatro primeiros éxons compartilham o mesmo arranjo para as trés
isoformas encontradas em Tephritidae, enquanto na regido 3'-downstream os dois Gltimos
éxons estdo dispostos de forma diferente. A sequéncia ATG que codifica o cédon de iniciacéo
candnico esta localizada na mesma posicao (éxon 1) para as trés isoformas. A Figura 3 mostra
como 0s exons estariam posicionados em A. fraterculus, padrdo equivalente ao encontrado em
A. obliqua (ndo mostrado). A Tabela 2 contém o tamanho dos éxons, dos CDSs e das supostas
proteinas codificadas em cada uma das isoformas. Observa-se que 0 éxon 5 apresenta trés
formas diferentes derivadas de splicing alternativo: uma mais curta que € reflexo de um
splicing diferencial que faz o éxon 5 comecar algumas bases antes e ficar menor, e outras duas
em que o splicing comeca da mesma posi¢do, mas é encurtada em uma isoforma a qual se
conecta com outro éxon, ou é estendida. Tal padrédo é similar as isoformas encontradas em D.
melanogaster e em outros Tephritidae. Os splicing alternativos sdao um tipo de processamento
do RNA a partir do qual diferentes regifes de um mesmo pré-RNA podem ser utilizadas para
produzir moléculas distintas de RNA maduro que codificam proteinas diferentes, e assim,
aumentam a diversidade do proteoma das espécies (Lareau et al., 2004; Sharp, 2009).

Em A. fraterculus, as duas isoformas mais longas atingem comprimentos de proteina
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de 3576 (isoforma X2) e 4416 (isoforma X1) amino&cidos, e em A. obliqua, 3543 (X2) e 4578
(X1) aminoécidos (Tabela 2). Nas sequéncias dos ortdlogos utilizados nas anlises, 0s
comprimentos de proteina chegam a 1667 (X1) e 1307 (X2) para R. zephyria e R. pomonella,
1345 (X1) e 1179 (X2) para Z. cucurbitae, 1368 (X1) e 1198 (X2) para C. capitata, 1367 (X1)
e 1125 (X2) para B. tryoni, 1968 (X1) e 1347 (X2) para T. dalmanni, 1590 (X1) e 1208 (X2)
para D. melanogaster, 1207 (X1) e 949 (X2) para D. albomicans, e 1207 (X1) e 1077 (X2)
para D. pseudoobscura. As diferencas encontradas no tamanho do gene dec-1 em diferentes
espécies sdo resultado da variabilidade decorrente de eventos de mutacdo aleat6rios, ou
mesmo pelo viés de inser¢do encontrado na maioria das espécies de eucariotos, no qual a
eficiéncia da selecdo contra o excesso de material genético pode ser relaxada (Lynch 2007), ja
que os pontos de splicing ndo parecem ter sido alterados entre as espécies.

A garimpagem bem-sucedida de diferentes transcriptomas, os bons resultados
provenientes do sequenciamento Sanger e as facilidades atuais na disponibilidade dos bancos
de dados para a coleta de sequéncias de supostos ortélogos enriqueceram as comparagdes
abordadas nas analises e contribuiram com a descoberta das trés isoformas estudadas, bem
como para a caracterizacdo do dec-1 em Anastrepha. Entretanto, os trabalhos pioneiros que
estudaram esse gene foram essenciais neste processo, principalmente na investigacdo dos
produtos proteicos (Waring et al., 1990), dos processos regulatérios (Noguerén e Waring,
1995; Nogueron et al., 2000), e dos mecanismos de expressdo do dec-1 (Nilson e Schupbach,
1998; Camporeale et al., 2007; Kim et al., 2011; Spangenberg e Waring, 2007).

A busca por dominios no banco de dados Pfam detectou dois dominios basicos em A.
fraterculus e A. obliqua que também estdo presentes nos ortdélogos e sdo anteriormente
conhecidos em D. melanogaster: o da regido N-terminal (Pfam ID: DEC-1_N; Descricao:
PF04625) e o da regido C-terminal (Pfam ID: DEC-1_C; Descri¢do: PF04626). Outros
dominios que incluem 9 regides de repeticdo (Pfam ID: DEC-1, Descri¢do: PF04624) ndo
foram detectados em A. fraterculus e A. obliqua. Por outro lado, um dominio adicional
denominado dominio da subunidade RNAse P Rpr2/Rpp21/SNM1 (Pfam ID: Rpr2,
Descricdo: PF04032) foi detectado e significativo em uma das isoformas mais longas (X1) de
A. obliqua. Ele contém um dominio similar a uma subunidade da RNase MRP (Rpp21), cuja
familia é responsavel tanto pela replicacdo do DNA mitocondrial, quanto pelo processamento
de rRNA 5.8S nuclear (Jarrous et al., 2001), e outra subunidade que consiste em uma proteina
de ligacdo ao RNA (SNM1) com especificidade para o RNA do MRP (Cai et al., 1999).
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Figura 3: Estrutura do gene dec-1 em Drosophila melanogaster (NCBI: NM_167133.2), Rhagoletis zephyria
(NCBI: XM_017615135.1) e Anastrepha sp. (esse trabalho), bem como caracterizacdo de trés isoformas na
mosca-das-frutas Anastrepha fraterculus. Os seis éxons detectados sdo representados proporcionalmente por seu
tamanho em pb por cores diferentes. O éxon 5 (em amarelo) mostra os sitios de splicing internos (setas). As
posi¢des dos introns (linhas pretas) sdo previsdes baseadas no genoma de Anastrepha ludens. A localiza¢do
inferida para os derivados proteicos s85, 95, s25, s20 e s60 previstos para D. melanogaster estéo representados
embaixo de cada isoforma encontrada para Anastrepha. UTR, regido néo traduzida: 5' e 3'; cddon de iniciagdo

(ATG); codon de terminagao (*).



Tabela 2: Arranjo dos éxons e CDS (Coding DNA Sequence), e respectivas proteinas (sequéncia de
aminodacidos) das trés isoformas em ordem crescente de tamanho (X3, X2 e X1) detectados no dec-1 das moscas-
das-frutas Anastrepha obliqua e Anastrepha fraterculus. As letras a, b e ¢ no Exon 5 representam os pontos de

splicing.

Isoformas

A. obliqua A. fraterculus

X3 X2 X1 X3 X2 X1
Exon 1 9 v v v 9 v v v
Exon 2 189 v v v 189 v v v
Exon 3 2286 v v v 2340 v v v
Exon 4 348 v v v 309 v v v
Exon 5(a) 18 4 18 v
Exon 5(b) 194 v v 197 v v
Exon 5(c) 1552 v 1372 v
Exon 6 517 v 532 v
g%”;a”ho do 9850 3543 4578 . 2865 3576 4416
Tamanhoda 950 1181 1526 - 955 1192 1472
protelna

O dominio da regido de repeticdo (Pfam ID: DEC-1, Descricdo: PF04624), que seria
restrito a Drosophila, tem suas particularidades: D. pseudoobscura é semelhante a D.
melanogaster, porém, ao invés de 9 regides de repeticdo, possui apenas duas, enquanto D.
albomicans ndo as possui, bem como ndo as possuem outras espécies de moscas estudadas
que nao pertencem a familia Drosophilidae. Pesquisas com as sequéncias de ortélogos do dec-
1 no GenBank mostraram que a isoforma mais curta (isoforma FC106 ou X3) é mais
facilmente detectavel do que as isoformas mais longas (FC125 ou X2 e FC177 ou X1), e
mais similar por compara¢do no alinhamento. Portanto, a isoforma menor (FC106 ou X3) foi
utilizada para comparar a presenca de dominios entre ortélogos. As posicdes dos dominios
encontrados estdo destacadas nos alinhamentos de isoformas de A. fraterculus e A. obliqua
(Figura 8, Apéndice A), e a comparacdo destes dominios entre Anastrepha e ortélogos esta

apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3: Percentuais de identidade dos dominios putativos do dec-1 (isoforma FC106 ou X3) entre
espécies de Anastrepha e outros ort6logos em Cyclorrhapha da ordem Diptera.

Espécie Familia Tamanho da Dominio N- Dominio C-
proteina terminal terminal (%)
(%)

Anastrepha obliqua Tephritidae 950 88.69 75.00
Anastrepha ludens Tephritidae 984 97.86 71.26
Anastrepha grandis Tephritidae 972 91.42 64.20
Rhagoletis zephyria Tephritidae 1071 64.82 48.68
Rhagoletis pomonella Tephritidae 1071 64.82 48.68
Zeugodacus cucurbitae Tephritidae 1106 64.74 46.24
Ceratitis capitata Tephritidae 1120 63.86 46.11
Bactrocera tryoni Tephritidae 1125 64.88 39.43
Drosophila melanogaster Drosophilidae 950 27.07 29.01
Drosophila albomicans Drosophilidae 921 30.57 27.10
Drosophila pseudoobscura  Drosophilidae 949 29.32 24.84
Teleopsis dalmanni Diopsidae 1347 29.27 17.71

A comparacdo dos dominios de supostos ortélogos dec-1 entre Anastrepha e outras
espécies apresentada na Tabela 3 mostrou diferentes graus de conservacdo, com identidade
variando de ~27% (D. melanogaster) a ~97% (A. ludens) para o dominio N-terminal, e de
~17% (T. dalmanni) a ~75% (A. obliqua) para o dominio C-terminal. Ambos os dominios séo
altamente conservados entre as espécies A. fraterculus, A. obliqgua e A. grandis, com
identidades préximas ou superiores a 90% no dominio N-terminal, porém, mostram
identidades relativamente baixas quando comparados com outras espécies e outros
Tephritidae. Essa identidade inferior € mais evidente na regido C-terminal, possivelmente
devido a ocorréncia dos splicing internos identificados nas sequéncias de A. fraterculus e A.
obliqua e apontados pelas setas pretas na Figura 3, que determinam as diferentes isoformas e
seus respectivos derivados proteicos. A regido C-terminal da isoforma FC106 analisada, por
exemplo, codifica o seu derivado s60 e é equivalente ao inicio da regido génica que codifica o
derivado s95 da isoforma FC125 (Figura 3), o que também pode contribuir para divergéncias
entre as sequéncias de géneros distintos e resultar em valores baixos de identidade.

Ambos os dominios encontrados (Pfam ID: DEC-1_N; Descrigdo: PF04625 e Pfam
ID: DEC-1_C; Descri¢do: PF04626) incluem os produtos de clivagem s80 (80 kDa) que sé&o
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incorporados na casca do ovo, e os produtos da prote6lise adicional de s80 em s60 (60 kDa).
Em D. melanogaster, terminacdes carboxila distintas em isoformas diferentes sao produzidas
por splicing alternativo no segundo dominio (C-terminal) (Waring et al., 1990). Como
mencionado anteriormente, ha a possibilidade da clivagem de s80 em s60 deixar residuos de
glutamina expostos que teriam funcdo de sitio receptor de aminas primérias, criando um
processo de reticulagcdo capaz de conferir estabilidade ao endocérion (Waring et al., 1990),
assim como ocorre no envelope dos queratindcitos pela acdo da involucrina (Eckert e Green,
1986).

4.2 TESTES FILOGENETICOS E DE SELECAO

4.2.1 Testes filogenéticos

Os resultados do teste de saturacdo de Xia (Xia and Li, 1998) para cada grupo de
analise estdo apresentados na Tabela 4. Os niveis de saturacdo e taxas de transicdo e
transversdo ndo indicam que as taxas de substituicdes sindbnimas (dS) estejam subestimadas
com 0 aumento da disténcia evolutiva, o que sugere que elas ainda ndo atingiram o nivel de
saturacdo, exceto a taxa pela Iss.c A (taxa de substituicdes saturadas em filogenias
assimétricas) do grupo de analise “Tephritidae” para divergéncia inferior 0,773.

Quando as taxas de substituicdo atingem a saturacdo, o valor de dS pode ser
subestimado e resultar em um valor de w (razdo dN/dS) inflado, o que pode gerar falsos
positivos e induzir a andlises equivocadas (Smith e Smith, 1996). Porém, os resultados
mostraram pouca saturacdo com um valor de diferenca de apenas 0,05 (Iss.c A < Iss) (Tabela
4), o que indica que as analises das sequéncias de “Tephritidae” ainda podem ser utilizadas
para as inferéncias acerca do histdrico evolutivo do gene dec-1, embora devam ser tratadas de

forma cuidadosa.

Tabela 4: Resultados do teste de saturacdo de Xia das taxas de substituicfes sinénimas.

Teste de Xia
Grupo Iss IsscS P IsscA P
Anastrepha 0,04 0,7377 O 04421 0
Tephritidae 0,773 0,8301 0,0007 0,7226 0,0026
Cyclorrhapha 0,6267 0,8103 0 06921 O
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Para investigar padrdes de evolucdo molecular, as sequéncias foram agrupadas em
trés conjuntos que representam niveis hierarquicos crescentes de diferenciacdo: no grupo
“Anastrepha” as analises foram efetuadas apenas entre espécimes de Anastrepha, em um
fragmento do éxon 3 de 729 pb, enquanto que para 0s grupos “Tephritidae” ¢ “Cyclorrhapha”,
as analises foram feitas com os éxons de 1 a 5, contendo 2.886 pb. As respectivas arvores
filogenéticas inferidas para cada conjunto sdo mostradas na Figura 4. Vale ressaltar que as
arvores filogenéticas geradas, principalmente as que contrastam géneros mais distantes
(“Tephritidae tree” e “Cyclorrhapha tree”), ndo possuem o objetivo de recuperar a filogenia
desses grupos, que é bem conhecido, mas o de parametrizar adequadamente os testes de
selecdo, que devem ser baseados na histéria evolutiva dos ramos.

A éarvore filogenética do grupo “Anastrepha” (Figura 4, Anastrepha tree) foi gerada
utilizando o modelo de substituicio HKY+G4, e pode-se identificar A. obliqgua como um
ramo unico (quadrado verde) e separado das sequéncias de A. fraterculus, por sua vez
divididas em trés ramos distintos (quadrado azul, e ramos restantes dos quadrados amarelo e
pontilhado). O primeiro ramo de A. fraterculus nesta arvore dividiu esta espécie e A. obliqua
com duas amostras que pertencem a mesma regido geografica (S8 Tomé da Letras-MG).
Ja 0 segundo agrupou sequéncias de individuos do sul e sudeste do Brasil (S0 Tomé das
Letras- MG e Criciima-SC), enquanto o terceiro agrupou as amostras de Pinheiros-ES em um
outro ramo. Embora ndo haja subsidios para afirmar a existéncia de morfotipos nos dados
analisados, é possivel que tal divisao seja resultado da presenga destas “linhagens evolutivas”
de A. fraterculus que ja foram visualizadas e atestadas para populagdes brasileiras em analises
de morfometria anteriores (Hernandez-Ortiz et al., 2015; Prezotto et al., 2019). A filogenia
construida por Congrains e colaboradores (2021) com genes oriundos de transcriptomas
também diferenciou A. fraterculus em trés diferentes ramos e mostrou um bom suporte para
um ramo de A. obliqua. Acredita-se que essas diferentes linhagens de A. fraterculus podem
estar sob influéncia de pressdes seletivas distintas (Manni et al., 2015; Smith-Caldas et al.,
2001).
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Figura 4: Arvores filogenéticas dos grupos “Anastrepha”, “Tephritidae” e “Cyclorrhapha”. Os ramos em rosa
foram submetidos a anélise de selecdo de ramos. Na arvore de “Anastrepha”, as sequéncias de A. obliqua estéo
apresentadas no quadrado verde, enquanto os quadrados azul, amarelo e pontilnado separam trés linhagens
evolutivas encontradas para A. fraterculus. Na arvore “Tephritidac”, as espécies do género Anastrepha estdo
apresentadas no quadrado amarelo, enquanto o quadrado verde separa A. grandis de A. ludens, A. fraterculus e A.
obliqua. O quadrado azul apresenta as sequéncias do género Rhagoletis e o quadrado pontilhado as sequéncias
dos géneros Ceratitis, Zeugodacus e Bactrocera. Na éarvore de “Cyclorrhapha”, 0 quadrado amarelo inclui as
sequéncias de tefritideos, e 0s quadrados pontilhado e verde separam, respectivamente, as sequéncias do género

Rhagoletis e do género Anastrepha.
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A filogenia do segundo grupo, o “Tephritidae” (Figura 4, Tephritidae tree), foi gerada
pelo modelo de substituicdo HKY+I+G4, e mostrou a monofilia de Anastrepha, em um ramo
que inclui A. grandis, A. ludens, A. fraterculus e A. obliqua com bom suporte (quadrado
amarelo), e a relacdo mais proxima desse género com Rhagoletis, separados dos géneros
Ceratitis e Bactrocera, o que também foi encontrado em estudos filogenéticos com caracteres
moleculares de Toxotrypanini (Mengual et al., 2017), com o gene vrille (Rego et al., 2021), e
com a proteina quimiossensorial candidata CSP4 de tefritideos (Segura-Ledn et al., 2022).

A construcdo da arvore filogenética para “Cyclorrhapha” (Figura 4, Cyclorrhapha
tree) foi gerada utilizando-se 0 modelo de substituicio TPM3uf+1+G4 e manteve a topologia
previamente inferida para tefritideos, separando Anastrepha e Rhagoletis dos outros géneros
de Tephritidae, embora aqui C. capitata tenha sido inferida como a sequéncia basal do clado.
Estudos anteriores realizados com espécies de D. melanogaster, D. yakuba e D. virilis, por
exemplo, revelaram sequéncias de aminoacidos relativamente conservadas entre estas
espécies, aparentemente retendo caracteristicas funcionais (Badciong et al., 2001). De modo
geral, os ramos foram curtos entre espécies mais proximas e longos e bem diferenciados

entre 0s grupos mais distantes.

4.2.2 Testes de selecdo: analises globais do dec-1

Para detectar o padrdo global de evolugdo molecular do gene dec-1, os testes de
selecdo realizados pelo método CODEML implementado no software PAML utilizaram 0s
modelos Mo, Mia, M2a, Mz, M7, Mg e Mss, que foram contrastados por Maxima
Verossimilhanga de modo a comparar modelos nulos que ndo assumem selecdo positiva com
modelos alternativos que permitem selecdo positiva de forma distinta. Foram realizadas
quatro combinacdes de testes: 1) Mo-Ms, 2) M1a-Mza, 3) M7-Mg e 4) Msa-Mes.

Ao contrastar o0 modelo Mo que assume taxa de evolucdo uniforme em todos os sitios
da sequéncia (Goldman and Yang, 1994; Yang and Nielsen, 1998) com o modelo Ms que
considera uma distribuicdo discreta de taxas de substituicdo e assume selecdo positiva (Yang
et al., 2000), foram obtidos p-valores significativos (0,00) para os grupos “Anastrepha”,
“Tephritidae” e “Cyclorrhapha”. 1sso indica que é possivel rejeitar 0 modelo Mo em favor do
Ms, 0 que indica que o0 gene dec-1 apresenta heterogeneidade nas taxas evolutivas ao longo do
gene, 0 que ndo € de se surpreender, jA que muito poucas proteinas apresentam padrdes
similares de restricdo funcional ao longo de sua sequéncia.

Na segunda combinacdo de testes (M1a-M2a), 0 primeiro modelo assume auséncia de
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selecdo positiva, enquanto o segundo modelo inclui uma classe de aminoacidos em que ha
presenca de selecdo positiva (Nielsen and Yang, 1998; Yang et al., 2005). Para nenhum dos
trés conjuntos de analise foram obtidos p-valores significativos (0,22 para “Anastrepha”, 1,00
para “Tephritidae” e 1,00 para “Cyclorrhapha”), indicando que ndo ha evidéncia suficiente
para se rejeitar M1a. em favor do M2, e ndo foi detectado selecdo positiva, mas esse teste é
mais restritivo, por combinar sitios com indicacdo fraca de selecdo positiva junto com a
categoria de dN/dS=1 (Alvarez-Carretero et al., 2023).

O terceiro teste de hipdteses contrastou M7-Mg, no qual M7 ndo permite selecdo
positiva, porém, permite selecdo purificadora, enquanto o M8 permite selecdo purificadora e
positiva (Yang et al., 2000). Para o conjunto de dados “Anastrepha”, o p-valor ndo foi
significativo (0,075) e ndo foi possivel rejeitar o modelo M7 em favor do Ms, 0 que indica que
essas sequéncias estdo sujeitas principalmente a pressdes de selecdo purificadora. Em
contrapartida, os p-valores para “Tephritidae” e “Cyclorrhapha” foram significativos (0,00
para ambos) e o modelo My foi rejeitado, 0 que sugere que alguns sitios especificos das
sequéncias analisadas podem estar sob selecdo positiva.

Por fim, na quarta combinacdo de testes (Msa-Ms), 0 modelo Mga permite selecéo
purificadora e neutra, mas ndo selecdo positiva, enquanto o Mg permite selecdo positiva (Yang
et al., 2000). Ao contrastd-los para os grupos de analise “Anastrepha” e “Cyclorrhapha”,
foram obtidos p-valores significativos (0,04 e 0,00, respectivamente), indicando influéncia de
selecdo positiva em suas sequéncias. No entanto, o p-valor obtido para o grupo “Tephritidae”
ndo foi significativo (0,054) e ndo foi possivel rejeitar 0 modelo Msa, 0 que aponta que as
sequéncias podem estar sob maior influéncia de selecdo purificadora ou proximas a
neutralidade.

Quando ha a aceitacdo tanto de testes M2a, ou M8, que sugerem existéncia de uma
classe de sitios sob selecdo positiva, podemos realizar testes especificos para tentar identificar
que sitios seriam estes. A analise global do gene realizada no Bayes Empirical Bayes (BEB),
fornece tais evidéncias adicionais sobre as possiveis regifes e cddons do dec-1 que estariam
evoluindo em resposta a selecdo (Nielsen and Yang, 1998). A Figura 5 apresenta o grafico
destes cddons e a regido selecionada em verde indica o fragmento analisado para as
sequéncias do grupo de dados “Anastrepha” (éxon 3). Os valores no eixo Yy representam a
probabilidade posterior de o valor de ® estar acima de 1 em cada sitio analisado. A
representacdo grafica foi realizada a partir dos dados de NEB (Naive Empirical Bayes),

porém, foram considerados somente os valores de probabilidade posterior de BEB. Os éxons
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El, E2, E3, E4 e ES5, indicam as posi¢cdes e o tamanho dos éxons no gene dec-1, e estdo

definidos como linhas coloridas abaixo do eixo x do gréfico.

rifvi > Anastrepha
o Purifying Selection Neutral Selection M Positive Selection P! — EXON 1

w= EXON 2
w= EXON 3
w= EXON 4

== EXON 5

® Tephritidae

4] Diptera

Probabilidade posterior

Figura 5: Analise grafica do Naive Empirical Bayes (NEB) mostrando probabilidades posteriores de Bayes
Empirical Bayes (BEB)de sitios sob sele¢do purificadora (0 < w < 1), positiva (o > 1) e neutra (w=1). No eixo
X estdo representados os cddons das sequéncias analisadas e no eixo y, os valores de probabilidade posterior. Os

circulos em cor laranja apontam os sitios sob selecdo positiva com probabilidade posterior acima de 95%.

A andlise do BEB indicou 7 possiveis codons com maiores probabilidades de estar sob
selegdo positiva no conjunto de dados “Anastrepha”: 6G (&= 1,27), 20F (w= 1,32), 43F (&=
1,30), 136K (w= 1,17), 146R (w= 1,33), 210P (w= 1,30) e 215E (w= 1,15), com
probabilidades posteriores de 98,5%, 89,3%, 88%, 67,5%, 90%, 87,8% e 78,8%
respectivamente, entretanto, somente o primeiro apresentou p-valor acima de 95%. Assim
como o encontrado pela analise BEB, a analise global feita pelo teste FUBAR no HyPhy, que
infere taxas de substituicdo dN/dS por sitio também apontou os cédons 6G, 43F, 136K, 210P e
215E, com respectivas probabilidades posteriores de 97,6%, 91,3%, 93,9%, 92,5% e 94,2% de
estar sob selegdo positiva. Além disso, revelou que o codon 99K (93,5%) também sofre
influéncia dessa forga evolutiva.

Ja o teste BUSTED, cujas andlises sdo mais abrangentes e testam todos os ramos da
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filogenia com toda a arvore definida em foreground, encontrou 12,7% das ramificacdes sob
influéncia de selecé@o neutra e 87,3% sob selecdo purificadora. Esse mesmo teste mostrou que
o valor global das taxas de substituicdo sindnima (dS= 1,22) foi maior que as taxas de
substituicdo ndo-sindbnima (dN= 0,71), indicando que a maioria dos codons do éxon 3
analisados esta sob selecdo purificadora, como mostrado na Figura 5. Os resultados do FEL
ndo foram significativos e ndo indicaram pressdo de selecdo positiva constante ao longo do
gene, enquanto o teste MEME que infere se sitios individuais foram sujeitos a selecéo
episodica ou diversificada mostrou os codons 99K e 136K sob acdo desse tipo de selecdo. Os
cédons 99K e 136K também foram encontrados sob selecéo positiva pelo FUBAR, em adicao
ao codon 194G. Isto indica que a selecdo positiva pode ter afetado esses codons durante um
tempo evolutivo especifico e com agdo episodica, mas ndo com influéncia que tenha se
extendido a toda a regido génica analisada.

Para o conjunto de dados “Tephritidae”, apenas um codon (1147V) apresentou
probabilidade de 97,7% de estar sob selecdo positiva na analise do BEB. Esse mesmo codon
mostrou probabilidade de 96,8% de estar sob este tipo de selecdo nos resultados da analise do
FUBAR. O BUSTED indicou que cerca de 26,3% dos ramos analisados estdo sob selecdo
diversificadora, e 73,7% sob selecdo purificadora. A divergéncia recente dentro do grupo dos
tefritideos pode ser consequéncia de pressdes evolutivas que culminaram em adaptacao
ambiental. O BUSTED ainda mostrou que as taxas de substituicdes sindnimas (dS= 2,81)
foram superiores as taxas de substituicdo ndo-sinébnimas (dN= 0,71), indicando influéncia de
selecdo purificadora na maior parte das sequéncias analisadas para “Tephritidae”. O teste
MEME apontou 32 sitios sob selecdo positiva diversificadora, enquanto o teste FEL apontou
9 sitios sob essa mesma forca evolutiva, entre eles, o codon 1147V que também foi
encontrado pela analise do PAML. O grafico para o método BEB (Figura 6) indicou apenas
mais duas regides como possiveis sitios sob selecdo, porém, as probabilidades posteriores ndo
apresentaram significancia.

Assim como nos outros dois conjuntos de dados, “Cyclorrhapha” a analise global do
PAML mostrou os cddons 1309G e 1314V sob selecdo positiva, com probabilidades
posteriores de 96% e 98,2%, respectivamente. Esse mesmo cddon foi apontado pelas analises
do FUBAR com probabilidade de 96,7% e do FEL, que por sua vez relatou outros 6 sitios sob
selecdo diversificadora. Ademais, 0 MEME encontrou 46 sitios também sob selecéo
diversificadora episddica, os mesmos observados no grafico do BEB (Figura 5), no qual estdo

representados como sitios sob sele¢do positiva, embora as probabilidades sejam pequenas.
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Assim como nos outros dois grupos de andlise, as taxas de substituicbes sindnimas (dS=
2,815) foram maiores que as taxas ndo-sindnimas (dN=0,714) no teste global do BUSTED.

De modo geral, o gene dec-1 parece estar sob influéncia de selecdo purificadora em
toda a sua extensdo dos 5 cddons analisados aqui, mas os dados indicam que ele
provavelmente sofreu alguns episodios de selecdo positiva em alguns codons ao longo de sua
historia, o que é refletido pelo sinal diferenciado de selecdo encontrado nos trés conjuntos de
sequéncias estudados, que representam diferentes tempos evolutivos. Os dados encontrados
por Congrains e colaboradores (2018) nos quais esse gene mostrou estar sob influéncia de
selecdo positiva sustentam os dados encontrados aqui. Entretanto, se as questdes acerca do
papel funcional do dec-1, de suas isoformas e dos seus derivados proteicos no processo de
oogénese (Cummins e Nagle, 2005), e principalmente na formagdo do corion e da membrana
vitelinica (Bauer e Waring, 1987) forem consideradas, a preponderancia da selecéo
purificadora seria esperada. Uma mutagdo no éxon 3, por exemplo, seria capaz de alterar as
trés isoformas codificadas e desencadear, como ja visto em outros estudos, esterilidade ou
anomalias nos ovos (Waring et al, 1990; Kim et al., 2002; Spangenberg e Waring, 2007). Por
sua vez, exatamente por sua importancia em atributos do ovo que podem ter grande potencial
adaptativo, certas mutacdes podem trazer vantagem adaptativa, 0 que estd sendo refletido na

combinacgéo de padrdes de selecdo purificadora e positiva ao longo da histéria do gene.

4.2.3 Testes de selecdo: analises de selecdo de ramos

Nos testes de selecdo de ramos, testa-se a hipotese da existéncia de episddios de
selecdo nas ramificacbes da arvore filogenética, uma vez que o valor da combinacdo de
modelos (o ALRT) e a analise dos ramos foreground e background assume valores distintos
para @ nos modelos nulo (&0 < 1; @n=1; @re=1) e alternativo (&o <1; @1=1; &rc >1).
Também é possivel testar a intensidade de selecdo Unica sobre os cddons de um ramo em
particular: valores estabelecidos pela proporcao de P1 e P2 sdo confrontados e especificam a
intensidade de selecdo constante, enquanto 2a e 2b especificam mudancas episodicas em
intensidade de selecdo, obtendo um valor de @ exclusivo para cada ramo. Os ramos
selecionados para analise encontram-se na Figura 5.

Episddios de selecdo foram verificados nos ramos de A. obliqua (ramo 1), de A.
fraterculus (ramo 2) e entre A. obliqua e A. fraterculus (ramo 3) do grupo de dados
“Anastrepha”. O ramo que separa A. obliqua e A. fraterculus mostrou resultado significativo

para o calculo do ALRT (4,27685; p: 0,03863), ¢ demonstrou a presenca de cerca de 3% dos
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sitios sob selecdo positiva, que possivelmente afetaram um subconjunto de cddons locais
durante um tempo evolutivo especifico e que pode-se denominar “modelo episddico de
evolugdo de proteinas”. A analise de BEB denotou o codon 194G com 94,6% de
probabilidade de estar sob esse regime de selecdo. O valor do &%=0,1280 indicou que o0s
outros ramos desse grupo estdo sob influéncia da sele¢do purificadora com probabilidade de
97%.

Neste conjunto de dados, a analise da ramificacdo de A. fraterculus foi separada por se
tratar de um complexo separado por morfotipos distintos, o que pode estar refletido nas
topologias (Figura 4). O ramo mais préximo a A. obliqua, composto por duas amostras da
mesma regido geogréafica que agruparam no mesmo clado (AFTF3b e AFTF5b), ndo indicou
sinais de selecdo diferenciada, o que pode ser reflexo de um regime de selecdo similar, ou um
pequeno comprimento de ramo que limita o poder estatisticos de analise. A comparacao entre
as ramificacOes de A. fraterculus e A. obliqua néo foi significativa.

O teste RELAX detecta mudancas sutis na intensidade da selecdo ao longo do
historico evolutivo a partir do valor de K: se menor que 1, indica possivel selecdo relaxada, e
se maior que 1, indica potencial intensificacdo da selecdo na comparacdo entre ramos
distintos. Os resultados indicaram que 0 ramo 2 esta sob selecdo intensificadora (K = 2,03),
enquanto o ramo 3 esta sob selecdo relaxada (K = 0,49). A selecdo diversificadora foi
observada em baixas porcentagens no ramo 2 (&=3,30; 8,1%) e no ramo 3 (w=3,47; 18,7%),
porém, o p-valor para ambos nao foi significativo (p: 0,6192 e p: 0,7026, respectivamente). O
ramo 1 apresentou valor de K=0, o que indica que ndo foram detectadas evidéncias de um
relaxamento ou intensificacdo da selecao.

Em “Tephritidae”, as ramificagdes que incluem A. obliqua, A. fraterculus e A. ludens
foram investigadas para detectar episodios de sele¢do, mas o valor do célculo para 0 ALRT
ndo foi significativo (ALRT=1,49399; p: 0,221). A analise realizada pela analise de ramos do
BEB apontou 18 codons com probabilidades posteriores de estar sob influéncia de selecao
positiva, mas apenas cinco com valores acima de 80%: 43G (83,5%), 70L (85,2%), 102Q
(81,7%), 131G (84,7%) e 5301 (80,7%). O ramo 2 que inclui A. grandis, A. ludens, A.
fraterculus e A. obliqua foi significativo (ALRT= 7,629, p: 0,005) e o BEB retratou 9 codons
sob selecdo positiva com altos valores de probabilidade, sendo que quatro deles mostraram
valores acima de 80%: 436P (88,3%), 482M (89%), 521A (89,6%) e 527A (80%). J4 0 ramo
3, que separa Anastrepha de Rhagoletis, o ramo 4, que contém C. capitata, Z. cucurbitae e B.

tryoni, e o ramo 5 mostraram ter passado por processo de selegéo purificadora, com valor de
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@=0,126. No teste RELAX, o ramo 1 apresentou K=0 (p: 0,0141), e ndo detectou evidéncias
de pressdo de selecdo relaxada ou intensificadora. Os ramos 3 e 4 indicaram assinaturas de
selecdo intensificadora com valores de K= 2,07 (p: 0,0036) e K= 45,28 (p: 0,0016), e
proporc¢do de sitios sob selecdo purificadora de 93,7% e 94%, respectivamente. O alto valor
de K para o ramo 4 pode ser resultado de maior quantidade de mudancas no ramo, porém,
com alta proporcdo de sitios sob selecdo purificadora, possivelmente por se tratar de um clado
com espécies bem estabelecidas evolutivamente.

Para a arvore de “Cyclorrhapha”, trés ramos foram analisados: o que define o género
Anastrepha (ramo 1), o que separa tal ramo do género Rhagoletis (ramo 2), e por Gltimo, o
que separa Tephritidae e Cyclorrhapha (ramo 3). O ramo 1 obteve valor significativo para o
calculo do ALRT (ALRT= 9,3923, p:0,0022) com cerca de 3,7% dos cddons sob selecdo
positiva. Os valores de BEB indicaram cddons com altos valores de probabilidade de estar sob
essa forga evolutiva, entre eles: 68A (87%), 318P (84,5%), 401M (91,6%), 429A (93,1%),
435A (86,2%) e 526N (96,8%). Ja 0 ramo 2 ndo obteve resultados significativos para o
ALRT, poréem, o BEB sugeriu o codon 274H com 75,7% de probabilidade posterior de estar
sob a influéncia de uma forca seletiva.

O ramo 3 apresentou valores altos de significancia para o calculo do ALRT (ALRT=
36,539, p: 0,0000). Os valores de BEB indicaram 90 cddons (cerca de 20%) com
possibilidade de selecdo positiva, dentre eles: 52L (99,6%), 172N (99,5%), 182L (99,6%),
277S (99,4%), 3101 (99,2%) e 448M (99,8%). Os resultados do teste RELAX ndo foram
significativos para nenhum dos 3 ramos de “Cyclorrhapha” analisados, indicando que ndo ha
evidéncia estatistica nem de relaxamento ou intensificacdo da selecdo nesses ramos.

E possivel observar que as razdes dN/dS variaram substancialmente entre os diferentes
ramos, e a selecdo positiva pode estar operando em apenas algumas ramificacGes (ramos de
primeiro plano), enquanto os outros (ramos de segundo plano), estdo sob selecédo
purificadora. Como a razdo dN/dS é uma medida de pressdes seletivas que compara as taxas
fixadas de substituicdo entre duas sequéncias homdlogas (Kimura, 1977), e foi desenvolvida
para analisar sequéncias distantes de linhagens independentes, pode ser influenciada por
outros fatores que afetam o histérico evolutivo, e ndo indicar diretamente a intensidade da
selecdo em sequéncias de linhagens préximas ou de uma unica populacdo (Kryazhimskiy and
Plotkin, 2008). A razdo Ka/Ks, por sua vez, compara as taxas ndo fixadas de substituicdo
dentro de uma sequéncia: uma razdo Ka/Ks maior do que 1 indica selecdo positiva, igual a 1

indica acdo de selecdo neutra, e menor do que 1 indica selecdo purificadora (Nei and
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Gojobori, 1986). Ademais, € uma medida aplicavel a espécies proximas e de uma mesma
populacdo (Sharp, 1997), sendo uma boa alternativa para complementar as analises de
evolucdo molecular. Entretanto, a analise combinada de ramos e gene abordada evidenciou a
combinacéo entre selegdes positiva e purificadora que fica ofuscada quando se considera uma
analise global do gene.

Em genes sob forte selecdo purificadora, as mutagcdes ndo-sindnimas teriam maior
chance de serem eliminadas do que mutagdes sinbnimas, uma vez que alteragdes de
aminoéacido tém maior chance de levarem a alteragdes que afetem negativamente o valor
adaptativo de uma proteina. Ainda assim, ndo se pode afirmar que essas mudancgas impactam
diretamente modificagdes morfoldgicas, ou mesmo fisiolégicas, e que tais devem ser
investigadas individualmente, pois o gene dec-1 é pouco explorado em estudos de evolugéo

molecular.

4.3 MEDICAO DA MAGNITUDE FiSICO-QUIMICA DAS SUBSTITUICOES DE
AMINOACIDOS

Embora os testes de deteccdo de selecdo nucleotidica tragam informacgdes acerca das
taxas de substituicbes sinbnimas e ndo-sinbnimas e das forcas de selecdo que estdo
potencialmente agindo nas sequéncias, ainda ndo possuem ferramentas que consigam
investigar se as mudancas nos aminoacidos promovem alteracdes estruturais ou fisico-
quimicas nas proteinas. O TreeSAAP é um teste que analisa as sequéncias cédon a codon nédo
sO para inferir eventos de substituicdo de aminoacidos, mas também para estimar as potenciais
mudancas em uma gama de suas propriedades fisico-quimicas e avaliar quais teriam maior
chance de promover mudangas estruturais mais radicais nos dominios da proteina formada
(Xia and Li, 1998; McClellane and McCracken, 2001).

As analises do TreeSAAP encontraram sete categorias de mudancas fisico-quimicas
que indicam mudancas radicais, ou seja, com z-score de 6 a 8 e dentro do grau de
significancia p<0,01: “Total non-bonded energy” (Energia total ndo-ligada), “Isoelectric
point” (Ponto Isoelétrico), “Beta-structure tendencies” (Tendéncias da estrutura Beta), “Coil
tendencies” (Tendéncias da estrutura em hélice), “Mean r.m.s. fluctuation displacement”
(Deslocamento de aminoacidos), “Solvent accessible reduction ratio” (Taxa de redugdo da
solubilidade por solventes) e “Bulkiness” (Volume). Todas as substituigdes encontradas estao

na Tabela 8 (Apéndice B).
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No grupo de dados “Anastrepha”, o codon 6G apresentou a substituicdo de uma
Glicina por uma Serina, 0 que aponta altera¢ao da propriedade “Total non-bonded energy” (6,
p: 0,01), e pode ter implicagbes no desempenho funcional proteico devido a mudangas nos
contatos de interface proteina-proteina. Ainda neste grupo de sequéncias, a substituicdo no
cddon 136K (Lisina por Glutamina), mostrou alteragdo na propriedade “Isoelectric point” (6,
p:0,01), que se refere a mudancas de pH na membrana. Isto sugere que a proteina de
membrana pode estar se adaptando a este tipo de desequilibrio quimico, uma vez que a
molécula ndo consegue suportar a carga elétrica liquida.

As substituicdes do codon 1147G (Glicina por Valina, Serina ou Prolina) no grupo de
dados de “Tephritidae” apresentaram o maior nimero de propriedades com possiveis
alteragdes: “Beta-structure tendencies” (6, p:0,001), “Coil tendencies” (7, p:0,001), “Mean
r.m.s. fluctuation displacement” (7, p:0,001) e “Solvent accessible reduction ratio” (7,
p:0,01). A primeira refere-se a probabilidade de um residuo estar em uma estrutura secundaria
beta, enquanto a segunda avalia a estrutura helicoidal transmembrana, e a terceira, a
capacidade de um residuo de aminoécido mudar de posicdo na estrutura tridimensional da
proteina. A quarta propriedade, por sua vez, compete a acessibilidade superficial da proteina,
que afeta sua interacdo com solutos e solventes. Ja a substituicdo do codon 1314V (Prolina,
Glicina, Isoleucina, Leucina ou Serina) do grupo de dados de “Cyclorrhapha” foi relacionada
a propriedade Bulkiness (6, p:0,01) que pode ndo sé afetar a hidrofobicidade e o
enovelamento da proteina, mas também a sua ligacdo a substratos especificos. Todas as
referéncias conceituais sobre as propriedades fisico-quimicas foram retiradas de Gromiha et
al., (1997), Gromiha et al., (1999), Woolley et al., (2003), Novotny et al., (2007) e Beckstead
et al., (2009).

Os cbddons com modificacbes fisico-quimicas apontados pelo TreeSAAP também
foram encontrados sob selecdo positiva pelos testes de selecdo, como relatado no item 4.2, o
que pode reforcar seu papel potencialmente seletivo. Em contrapartida, os codons encontrados
sob selecdo positiva que ndo foram apontados pelo TreeSAAP podem indicar possivel sele¢do
relaxada, na qual a propriedade geral do aminoacido se torna mais importante do que
parametros especificos (Wertheim et al., 2015) ou mesmo muta¢fes que sdo importantes para
estrutura terciaria do mRNA, que pode também afetar a expressdo (Mauger et al., 2019). A
ocorréncia de mutagGes ndo-sindnimas no gene dec-1 pode alterar os produtos proteicos das
isoformas FC106, FC125 e FC177 aqui estudadas, e levar a alteragdes percebidas por selecéo

nos ovos, seja por meio de mudangas positivas, ou negativas (Waring et al, 1990; Kim et al.,
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2002; Spangenberg e Waring, 2007). Desse modo, embora a estrutura terciaria especifica de
cada uma das pré-proteinas do dec-1 ainda ndo seja conhecida, é possivel associar as
modificacbes fisico-quimicas encontradas aos derivados proteicos desse gene e a algumas
suas caracteristicas funcionais. O cdédon 6G esta localizado aproximadamente no meio do
éxon 3, e a alteragdo fisico-quimica radical encontrada pode afetar as 3 isoformas do gene
dec-1 nas sequéncias de “Anastrepha” analisadas: o derivado s20 da FC106, as regides
iniciais dos derivados s95 (FC125) e s85 (FC177). As alteracOes radicais encontradas nos
cddons 1147V (“Tephritidae”) e 1314V (“Cyclorrhapha”) localizam-se no meio e no final do
éxon 4, respectivamente, e ndo possuem potencial de afetar a isoforma FC106, porém, ambas
podem alterar a regido C-terminal do derivado s85 (FC177).

Alteracdes no derivado s20 podem prejudicar a organizacdo das interacdes proteicas
precoces no processo de montagem do ovo (Badciong et al., 2001), assim como alteraces no
derivado s95 podem causar esterilidade nas fémeas (Mauzy-Melitz and Waring, 2003).
Ademais, alteracdes na funcéo do derivado s85 podem levar a desestabilizacdo da membrana
vitelinica (Waring et al., 1990) e do endocorion tripartido, ja que ndo haveria a agregacédo
correta de proteinas do cdrion para a formacdo dos pilares, piso e teto reticulado (Mauzy-
Melitz and Waring, 2003). De modo geral, as mutagdes apontadas ocorrem em regifes que
poderiam comprometer a formacao e a viabilidade dos ovos (Hawley and Waring, 1988).

Os cddons apontados pelo TreeSAAP também foram apontados sob selecdo positiva
pelos testes realizados anteriormente, o que corrobora um padrdo de selecdo positiva
episodica nas sequéncias analisadas, embora haja preponderancia de selecao purificadora. As
diferencas encontradas no gene dec-1 entre sequéncias de Tephritidae e Drosophilidae séo
esperadas ja que sdo de familias taxon6micas distintas, porém, divergéncias sdo encontradas
também entre os géneros da familia Tephritidae e entre espécies do género Anastrepha. Tais
divergéncias podem ser resultado da variabilidade gerada por mutacbes aleatorias (Lynch,
2007), ou mesmo pela possivel presenca de linhagens diferentes diferenciadas em decorréncia
de pressBes ecoldgicas, como fluxo génico, introgressdo de genes (Prezotto et al., 2019;
Congrains et al., 2021) e selecdo sexual (Swanson and Vacquier 1998; Jagadeeshan and
Singh, 2007). Quaisquer que sejam as forcas evolutivas envolvidas, a indicacdo de selecdo
positiva episddica associada a mudancas radicais de aminoacidos, mesmo que em reduzido

namero, sugere papel relevante da sele¢do na diferenciagdo do gene dec-1.
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4.4 CARACTERIZACAO OVARIANA

4.4.1 Caracterizacdo morfoldgica

Durante o procedimento de dissecacgdo, foi possivel fazer algumas observacGes sobre
as caracteristicas dos ovarios das fémeas de A. fraterculus de diferentes idades, e estas sdo
mostradas na Figura 6. Nota-se que o0s ovarios do 1° dia (al) sdo vestigiais e possuem aspecto
filamentoso, sem nenhuma outra estrutura reprodutiva visivel. Do 5° dia em diante (a5), 0s
ovarios permanecem pequenos e de aspecto vestigial, porém, os pares de espermatecas (b5,
estrutura 2) e de glandulas acessérias (b5, estrutura 3) passaram a ser visiveis. As
espermatecas sao estruturas reprodutivas responsaveis por armazenar o esperma dos machos
durante a reproducdo, enquanto as glandulas acessorias secretam um muco durante a

oviposicao que recobre 0s ovos, auxiliando na fixacao destes no substrato (Chapman, 2013)
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Figura 6: Pares de ovarios de moscas de idades distintas de Anastrepha fraterculus. Diferencas morfolégicas
entre os ovarios de 1, 5, 7, 10, 14, 15, 20, 25 e 29 dias (a). Caracteristicas observadas durante a dissecagdo (b).
Em B5 sdo apresentadas as estruturas: ovarios (1), espermatecas (2), glandulas acessdrias (3), oviduto lateral (4)

e oviduto mediano (5).
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A partir do 10° dia (al0), foram encontrados ovécitos em diferentes estagios de
desenvolvimento e dispostos de maneira linear, no qual sdo observados os primeiros ovos
completos, porém, em pequena quantidade. A presenca de numerosos ovos corionados,
completamente desenvolvidos e ocupando toda a &rea dos ovéarios foi detectada somente no
14° (al4) e 15° (a15) dias.

4.4.2 Analises estatisticas
Os p-valores para variancia e média obtidos para medidas de caracteres reprodutivos
em ambos os lados de cada mosca ndo indicam diferenca estatisticamente significativa entre

os lados (Tabela 5), sugerindo a presenca de simetria bilateral nos ovarios.

Tabela 5: p-valor das diferencas entre as variancias e médias dos ovarios esquerdo e direito para
verificacdo de simetria bilateral.

p-valor
ldade —_: :
(dias) Ind.lAce f)varla,no. (.ZAarqa de OV(I)S.
Variancia Meédia  Variancia  Média

1 0,97 0,58 - -
5 0,76 0,74 - -

7 0,59 0,95 - -
10 0,34 0,47 0,62 0,65
14 0,90 0,88 0,94 0,78
15 0,95 0,35 0,57 0,64
20 0,80 0,43 0,77 0,84
25 0,93 0,82 0,73 0,87
29 0,97 0,94 0,76 0,94

Os testes de normalidade de Ryan-Joiner (1976) para todos os caracteres separados
por idade e considerando lados esquerdo e direito em conjunto (uma vez que ndo houve
assimetria significativa) indicam que as distribui¢cGes das variancias ndo rejeitam a hipdtese
nula de normalidade (Tabela 9 do Apéndice C). Sabendo que a distribuicdo dos dados segue
um padrdo normal, o método F foi aplicado para determinar a diferenca entre as variancias,
cujos resultados obtidos (variancias iguais ou diferentes) foram implementados no teste t de
Student para determinar a igualdade entre as médias populacionais.

A Tabela 10 (Apéndice C) apresenta os resultados dos testes da diferenca entre as
variancias e da igualdade entre as médias. As diferencas foram obtidas de acordo com a

analise do p-valor para 95% de confianca, em que classes sdo consideradas como
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estatisticamente distintas se p < 0,05 para a rejeicdo de Ho (Student, 1908; Neter et al., 1985).
As médias que mostraram ser estatisticamente diferentes entre si foram submetidas a um teste
t de Student adicional a fim de identificar quais delas sdo estatisticamente maiores ou menores
do que as outras. Esta analise também considera o p-valor para 95% de confianca, porém,
para a hipotese alternativa (H1): se p < 0,05, ndo rejeita H1 e a média do individuo mais velho
é maior que a média do individuo mais novo, e se p > 0,05, rejeita H1 e a média do individuo
mais velho é menor que a média do individuo mais novo (Neter et al., 1985). A Figura 7
apresenta os graficos boxplot elaborados para o indice Ovariano (a) e para a Carga de Ovos

(b).
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Figura 7: Gréaficos boxplot dos valores obtidos para o Indice ovariano (a) e a Carga de ovos (b) das
fémeas de Anastrepha fraterculus dissecadas para as diferentes idades. Os grupos | (roxo), Il (rosa), 111 (azul) e
IV (laranja) foram formados de acordo com presenca ou auséncia de diferengas estatisticas significativas entre
classes.

56



Para o Indice ovariano (Figura 7.a), a idade 1 é estatisticamente diferente de todas as
outras idades, e assim constitui o Grupo | (cor roxa). As idades 5 e 7, por sua vez, sdo
estatisticamente iguais entre si e diferentes do restante das idades analisadas, compondo o
Grupo Il (cor rosa). A média da idade 10 € estatisticamente igual as médias das idades 15, 20,
25 e 29, que sdo iguais entre si e diferentes da média da idade 14. Portanto, as idades 10, 15,
20, 25 e 29 compdem o Grupo 11 (cor azul), enquanto a idade 14 representa o Grupo 1V (cor
laranja). A comparacdo das médias diferentes mostrou que os valores de Indice ovariano do
Grupo |1 sdo estatisticamente maiores que o do Grupo I, e ambos sdo menores que os valores
do Grupo Il1. Por fim, o valor do Grupo IV se mostrou estatisticamente maior que todos 0s
outros grupos.

O agrupamento das idades 10, 15, 20, 25 e 29 no indice ovariano (Figura 7.a), pode
indicar uma fase de transi¢do entre o comeco e o final da coriogénese, na qual alguns ovécitos
estdo iniciando seu processo de maturagdo enquanto outros estédo finalizando, o que explicaria
também a presenca de alguns ovos corionados. Neste caso, ap0s ovipor, as fémeas
retornariam para a fase de transi¢ao, na qual o tamanho dos ovarios ainda sem ovos completos
ou com baixa quantidade deles, seria equivalente ao tamanho dos ovarios pds-oviposicéo.
Entretanto, como os valores se mantém da idade 15 a 29, este periodo pode representar um
estado estacionario de reproducdo no qual a fémea se prepara para o proximo ciclo
reprodutivo, ou comeca a sofrer as consequéncias do envelhecimento e passa a depender da
disponibilidade de componentes energéticos para a formacdo dos ovos (Bell e Bohm, 1975;
Kendra et al., 2005).

Para a Carga de ovos (Figura 7.b), as idades 1, 5 e 7 ndo sdo estatisticamente
diferentes entre si e constituem o Grupo | (cor roxa), ja que ndo foram encontrados ovos nas
fémeas dessa etapa da vida. A média da idade 10 ndo é estatisticamente diferente das médias
das idades 15, 20, 25 e 29, porém, a idade 29 é diferente das idades 15, 20 e 25. Por isso, dois
grupos foram formados: o Grupo Il com as idades 10 e 29 (cor rosa), e o Grupo Ill com as
idades 10, 15, 20 e 25 (cor azul). A idade 14 formou o Grupo IV (cor laranja) com a idade 15,
ja que é estatisticamente diferente das idades 10, 20, 25 e 29. A comparacdo das médias
diferentes mostrou que os valores da Carga de ovos das idades 14, 15, 20 e 25 sdo
estatisticamente maiores que as das idades 10 e 29, que por sua vez, ndo diferem entre si.

A presenca de flutuagdes na quantidade de ovos pode ser resultado da oviposicéo
inicial em lotes e enquanto a oogénese ainda possui certo grau de sincronia, o que reduz o

namero de ovos, e consequentemente, o tamanho dos ovarios (Kendra et al., 2016). Ademais,
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tal variacdo pode até mesmo ser decorrente da presenca de ovocitos em diferentes estagios de
desenvolvimento no mesmo ovério (Kendra et al., 2016).

De modo geral, as diferencas estatisticas encontradas indicam que os processos de
maturacdo sexual e de desenvolvimento dos ovarios das fémeas estudadas provavelmente se
iniciam préximo ao 10° dia, no qual a presenca de ovos corionados e de desenvolvimento
completo foi observada pela primeira vez (Landolt e Davis-Hernandez 1993; Kendra et al.
2005). Embora a idade 14 apresente o maior valor de indice Ovariano e de Carga de Ovos
dentre as idades estudadas, ela ndo pode ser apontada como pico do desenvolvimento
ovariano nos individuos analisados, pois ndo ha analise para as idades 11, 12 e 13. No
entanto, é possivel inferir que este pico ocorra entre as idades 10 e 14.

Os dias de 1 a 4 podem ser interpretados como pré-vitelogénese, enquanto os dias de 5
a 7 poderiam representar a vitelogénese, ja que 0s ovarios sao maiores e poderiam justificar o
inicio do acimulo de gema (vitelo) (Tootle et al., 2011; Papantonis et al., 2015). Assim, as
idades de 8 a 10 podem representar uma fase de transicdo entre vitelogénese e coriogénese:
quando a coriogénese € completada no foliculo, a fémea esta apta a ovipor (idades de 10 a
14). Porém, deve-se ressaltar que isso sO seria confirmado com uma analise de expressao de
genes e proteinas especificos, ja que as etapas da oogénese séo caracterizadas justamente pela
expressdo diferencial entre eles (Nadel e Kafatos, 1980; Margaritis, 1985; Jagadeeshan e
Singh, 2007; Eickbush e 1zzo, 2009; Tootle et al., 2011; Papantonis et al., 2015).

Considerando o sistema de seis estagios da oogénese de Raghu e colaboradores (2003)
proposto para B. cacuminata, e dos estudos realizados com A. suspensa (Kendra et al., 2016)
e das fases indicadas pelas comparacdes entre as médias, pode-se sugerir que as fémeas aqui
estudadas provavelmente se encontram em estagio 5 do desenvolvimento (coriogénese) do
10° ao 14° dia de vida adulta, e se mantém em oviposicdo do 15° dia de vida em diante. Os
estadgios de 1 a 4 (pre-vitelogénese e vitelogénese, respectivamente) ocorreriam do 1° até
aproximadamente o 9° dia de vida, porém, ndo ha dados especificos o suficiente para
identifica-los. Segundo este mesmo sistema, 0 gene dec-1 seria transcrito durante os estagios
3 e 4, e seus derivados proteicos se expressariam e desempenhariam funcdes durante o
estagio 5.

Ao considerar o modelo de oogénese proposto para D. melanogaster (Noguerdn et al.,
2000), a pré-vitelogénese ocorreria durante os estagios de 1 a 7, a vitelogénese se iniciaria no
estagio 8, e a transcri¢do do gene dec-1 ocorreria dos estagios de 9 a 12 (ambos os casos do 1°

até aproximadamente o 9° dia de vida). De acordo com este modelo, a coriogénese ocorreria
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dos estagios de 11 a 14 (do 10° ao 14° dia de vida das fémeas), nos quais o gene dec-1 e seus
derivados seriam expressos, auxiliando na formagéo da casca dos ovos (Waring et al., 1990).
Apo6s tais consideracBes acerca do desenvolvimento ovariano das fémeas de A.
fraterculus, foi verificado se ha relagdo entre as variaveis utilizadas nas andlises, e se sim,
qual a forca e a direcdo desta relagdo. Para isso, foi aplicado o Coeficiente de Correlacéo de
Pearson (r), cujos resultados sdo apresentados na Tabela 6. As analises de correlacdo entre
indice ovariano x Asa, Carga de ovos x Asa e Carga de ovos x Torax mostraram valores de r
ndo significativos em nenhuma desses contrastes. Embora a correlagdo indice ovariano x
Térax tenha sido positiva, o valor de r (0,25) foi baixo e apontou que ha uma relacdo fraca
entre as variaveis, mas ndo é possivel predizer valores de T6rax a partir do indice ovariano,

ou vice-versa.

Tabela 6: Coeficientes de correlacdo de Pearson e p-valor para cada variavel analisada.

Variaveis correlacionadas r p-valor Relagdo

Idade x Indice ovariano | 0,51 | 0,00 | Positiva

Idade x Carga de ovos 0,42 0,00 Positiva

Idade x Asa 0,17 0,01 Positiva

Idade x Torax 0,36 0,00 Positiva

Indice ovariano x Carga de ovos 0,82 0,00 Positiva
indice ovariano x Asa 0,11 0,09 Inconclusivo

indice ovariano x Torax 0,25 0,00 Positiva
Carga de ovos x Asa -0,06 0,35 Inconclusivo
Carga de ovos x Térax 0,09 0,14 Inconclusivo

Asa x Térax | 0,44 | 0,00 Positiva

As correlacGes Asa x Torax e Idade x Torax sdo positivas de valor de r médio, o que
indica que hd uma relacdo entre as duas variaveis e é possivel predizer parcialmente o
tamanho do torax a partir do tamanho da asa, e a partir da Idade. A correlacdo Idade x Asa €
positiva, mas de forca fraca, apontando que uma pode ser predita a partir da outra, porém,
com uma maior taxa de erro associado. Estes resultados apontaram que a lIdade ndo impacta
de forma consideravel os caracteres morfoldgicos Asa (r = 0,17) e Torax (r = 0,36), que
apesar de apresentarem forca de correlagdo regular entre si, obtiveram um valor mais alto (r =
0,44).
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Tais resultados podem ser explicados pelo fato das espécies da ordem Diptera serem
holometabolas, ou seja, passam por processo de metamorfose no qual o desenvolvimento
ocorre em fases de larva, pupa e adulto (Stehr, 2009; Chapman, 2013). As etapas que
compb6em a metamorfose dos holometabolos dependem da regulacdo do sistema enddcrino
(Wesner et al., 2014; Debecker et al., 2017; Heneberg et al., 2019) e da a¢do do hormdnio 20-
hidroxiecdisona (20E) e do hormdnio juvenil (JH), que sinalizam o inicio e o fim do processo
de desenvolvimento (Zhou e Riddiford, 2002; Jindra et al., 2013; Jindra et al., 2015). Em
Drosophila, por exemplo, a morfogénese das asas e a maturagdo das jungdes neuromusculares
ocorrem durante a etapa larva-adulto (morfogénese pupal) (Caygill e Johnston, 2008). Desse
modo, os individuos eclodem das pupas ja na forma adulta completa e ndo dependem da idade
para que 0s caracteres corporais se desenvolvam.

Ademais, os hormonios 20E e JH podem ativar a formacdo dos ovocitos e o
desenvolvimento da pré-vitelogénese, da vitelogénese e da coriogénese nas fémeas adultas,
desempenhando papel importante na oogénese e na reproducdo feminina (Wyatt e Davey,
1996; Belles, 2005; Roy et al., 2018). Isso pode explicar a correlagdo positiva regular obtida
pelas anélises ldade x indice ovariano e ldade x Carga de ovos com valores de r maiores (0,51
e 0,42, respectivamente), indicando que é possivel predizer parcialmente o indice ovariano e a
Carga de ovos a partir da Idade, além de sustentar a fraca ou inconclusiva relacdo entre
caracteres corporais e caracteres reprodutivos.

Por fim, a relagdo Indice ovariano x Carga de ovos foi positiva e forte, 0 que mostra a
relacdo entre as duas variaveis a partir da qual € possivel predizer a Carga de ovos a partir do
indice ovariano, e vice-versa, para uma parte consideravel dos dados coletados. Sabendo que
o Indice ovariano é calculado a partir da multiplicacdo entre a largura e o comprimento dos
ovarios (Landolt e Davis- Hernandez 1993; Kendra et al., 2005), e que o volume dos ovarios
aumenta de acordo com a quantidade de ovos, é esperado que o Indice ovariano aumente
quando as fémeas possuem maior quantidade de ovos. Ademais, também € esperado que
fémeas com indice ovariano maior possuam maior Carga de ovos. Na Figura 7, por exemplo,
é possivel notar que os menores valores para indice ovariano e Carga de ovos foram obtidos
das fémeas de 1, 5 e 7 dias de idade, enquanto os maiores foram obtidos das fémeas de 14 dias
de idade.

Os dados obtidos na Caracterizagdo ovariana podem ser utilizados para embasar
estudos que utilizam analise de expressdo génica do dec-1 utilizando primers especificos.

Assim, poderia ser analisado o padrdo de expressdo em fémeas de 1 dia de idade
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(representaria um controle negativo de expresséo), de 9 dias (momento no qual o dec-1 seria
transcrito), 14 dias (maiores valores de indice ovariano e Carga de ovos encontrados), 15 dias
(idade na qual os valores comecam a diminuir) e 29 dias (final do ciclo reprodutivo). Vale
ressaltar a importancia de se combinar os estudos morfoldégicos com analises moleculares para
que o contexto do desenvolvimento ovariano envolvendo genes especificos como o dec-1 seja

melhor compreendido.
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5 CONCLUSOES

As sequéncias de dados gendmicos de A. ludens e de dados transcriptdmicos de A.
fraterculus, A. obliqua e A. grandis foram efetivas em obter informagbes sobre o gene
defective chorion 1 (dec-1), pois permitiram a coleta de dados necessaria para uma
investigagdo populacional entre estas espécies do grupo fraterculus, e do processo de
diferenciagéo deste gene.

As andlises evolutivas moleculares forneceram evidéncias sobre os padrdes evolutivos
do gene dec-1 e revelaram que ele sofreu acdo de selecdo positiva episodica ao longo de sua
historia evolutiva, embora continue sob influéncia de selecdo purificadora, principalmente em
regides comuns as suas trés isoformas caracterizadas.

Além disso, a estrutura do dec-1 até entdo nunca investigada para nenhuma espécie do
género Anastrepha foi caracterizada para as trés isoformas encontradas na literatura (FC106,
FC125 e FC177), porém, pouco se sabe sobre 0s mecanismos genéticos subjacentes que
envolvem o contexto das pré-proteinas, nem mesmo para D. melanogaster.

Embora a andlise ovariana ndo tenha identificado especificamente cada momento
fisiologico do desenvolvimento reprodutivo ovariano das fémeas de A. fraterculus utilizadas,
foi possivel diferenciar alguns deles morfologica e estatisticamente, e os dados dos ovarios
coletados mostraram ser uma etapa inicial informativa para fundamentar e guiar estudos mais
completos acerca da caracterizacdo dos desenvolvimentos ovariano e reprodutivo de
populacdes desta espécie, principalmente em estudos de expressdo génica.

Considerando o papel essencial de dec-1 no processo reprodutivo e de formacdo de
ovos em Drosophila, e provavelmente em outros Diptera, tais dados reforcam a importancia
de se estudar padrbes de expressdo génicos e producdo de isoformas proteicas distintas deste
gene, a fim de compreender como este processo ocorre e como o contexto evolutivo no qual o

gene esta inserido pode afeta-lo nestas espécies.
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APENDICE A

Tabela 7: Lista de ortélogos da proteina do defective chorion-1 protein (dec-1) (isoforma FC106) de

A. fraterculus e A. obliqua em Diptera, que estdo publicamente disponiveis no NCBI GenBank.

Length Length

Family\Species and Transcript ID (nt) (nt) Protein Length Isoform
gene ID RNA CDS (aa)
Tephritidae
Rhagoletis zephyria (RZ)
Gene ID 108362233 XM 017615135.1 3433 3216  XP_017470624.1 1071 X3
Rhagoletis pomonella (RP)
Gene ID: 118735351 XM_036465058.1 3686 3216  XP_036320951.1 1071 X3
Zeugodacus cucurbitae (ZC)
Gene ID- 105213646 XM_029041248.1 4075 3321  XP_028897081.1 1106 X4
Ceratitis capitata (CC)
Gene ID: 101457983 XM_020859715.1 3639 3363  XP_020715374.1 1120 X3
Bactrocera tryoni (BT)
Gene ID: 120777959 XM_040109580.1 3659 3378  XP_039965514.1 1125 X1
Diopsidae
Teleopsis dalmanni (TD) Gene X2
ID- 119681061 XM_038094130.1 4333 4044  XP_037950058.1 1347
Drosophilidae
Drosophila melanogaster (DM)
Gene ID: 31691 NM_167133.2 3751 2853 NP_727203.1 950 C
Drosophila albomicans (DA) X2
Gene ID- 117565635 XM_034244855.1 3032 2850  XP_034100746.1 949
Drosophila pseudoobscura (DP) w1 151866802 2946 2766  XP 0150421662 921 X5

Gene ID: 6901818
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Figura 8: Dominios encontrados nos alinhamentos das isoformas FC106, FC125 e FC177 de A.
fraterculus e A. obliqua. Estdo destacados o dominio Pfam ID: DEC-1_N (Description: PF04625,
DEC-1 protein, N-terminal region) em amarelo, o Pfam ID: DEC-1_C (Description: PF04626,
DEC-1 protein, C-terminal region) em verde, e o Pfam ID: Rpr2 (Description: PF04032, RNAse
PRpr2/Rpp21/SNM1 subunit domain) em roxo.

Lf X3 CDE
Af X3 I

Lo H3 CDE
Lo H3 LB

Lf HZ CDE
Lf HZ LB

Lo HZ CDE
Lo HZ BB

Lf H1 CDE
Af H1 BB

Lo H1 CDE
Zo H1 BB

Lf X3 CDE
Af X3 I

Lo H3 CDE
Lo H3 LB

Lf HZ CDE
Lf HZ LB

Lo HZ CDE
Lo HZ BB

Lf H1 CDE
Af H1 BB

Lo H1 CDE
Zo H1 BB

Lf X3 CDE
Af X3 LR
ko X3 CDS
Lo K3 BB
Lf X2 CDE
Lf HZ LR
Lo X2 CDE
Lo HE LR
Af X1 CDE
Lf X1 LR
Lo X1 CDE
Ro X1 R
ALf X3 CDE
Lf H3 LR
Lo X3 CDE
Lo K3 LR
Lf X2 CDE
Rf X2 IR
Lo X2 CDE
Lo HZ LR
Af X1 CDE
Af X1 RR
Lo X1 CDE
Lo K1 RR
Lf X3 CDS
Lf H3 RR
Lo X3 CDS
Lo K3 RR
Ef X2 CDS
Lf HZ RR
Lo X2 CDE
Lo HZ RR
Af X1 CDS
LT X1 RR
Zo X1 CDS
Zo K1 RR
Lf X3 CDS
Lf X3 RR
Lo X3 CDS
Lo K3 RR
Lf X2 CDE
Lf HZ RR
Lo X2 CDS
Lo K2 RR
Af X1 CDS
Lf X1 RR
Zo X1 CDS
Zo K1 RR

ACETCECATT T TeC TeCCCA T A TCCGTETCETOET TG T TC TEETCAGTATAGACCCEC TCC TACAC TCCAR AR TGATTCTCTTCCCGETATCCATGARGATA
--A——L-—V--A—F--L——L--A--I--5--V--§--5§--F--V--§--G--0--Y--R--A--A-—P——T—L—-0--N--D--5—-L—-A-

T TGET T TAAACCTTCTEC T TTACTGECAT T TT TeC TR CATATC TG TCCTOG T TC GTE T TAC TCAGGATAAACCCOC TCC TACACGECAA AR TEATTC TCCTRCCGETATGGATGAAGATA.

-M--I-—W--F——K-—R-—C-—-A~-L--V-—A-—F--L-—L-~A--I--5--V--5--5--F--V--5--5 -—0- D~ -K--A--A-—-P-—T--R--0--H--D--5--P--A--C--M--D--E--D—-

-M--I-—W--F——K-—R-—C-—-A~-L-—-V-—A-—F--L-—L-~A--T--5--V--5--5--F--V--5--C-—0- ~¥~-R-—A-—A~—P-—T--L--0--H--D--5--L--A--C:
ATCATTTCETT TAAACCT TC T TTT AT CEC AT T T T TeC TECCCA T A TCCGTETCETOE T TG T TC TACTCAGEATAAACCCEC TCC TACAC GECAR AR TGATTCTCCTCCCGETATCCATGARGATA
-M-—I-—W--F——K-—R-—C-—-A~-L--V-—A-—F--L-—L-~A--T--5--V--5--5--F-—V--5--5 -—0- —D--K-—-A--A--P-—T--R--0~-H--D--5--P--A--C--M--D--E--D—
ATCATTTCCT T TAAACCT IO T TTTACT oA T T P T TeC TeCCCA T AT LG TC T e TCC T L C T e TC TeC TCACTATACACCCOC TCC TACAC TECAR AR TGATTC TCTTCCCCETATCCATCAACGATA
-M--I-—W--F——K-—R-—C-—-A~-L-—-V-—A-—F--L-—L-~A--T--5--V--5--5--F--V--5--G-—0- =¥~ -R-—-A--A~—P-—T--L--0~-H--T--5-- L--A--CG--M--D--E--D—-

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
D L L T e T I N T N I e N I .|
CAATCGATCTGACCCCA T TATAGA AT TTCCA TCGGARA AR AT TCARCCCCATCE TEE TEC TRACCAGA TTCTCGECCACT OO TTAT TE TCCOCA TTACTTGGACAGAGCCTCCTCACCECAGGACCAAT
T--I--0--L-—T--P--5--I--E--L--A--5-—E-—-K--T—E-—G-D-R—G-—AD-0--I-V—C
CAATCGATCTGACCC A T TATAGA AT TTCCACC GEARA AR AT TCA ACCCCATOE TEE T TRACCAGA TTETCGECCACT OO TTA T TE TCGCC G TTAC T TCGACAGACCOCCCTCACCECAGGACCAAT
T--I--D--L-—T--P--5--I--E--L--A--P--E--K--T—-E-—G--D--R-—G--A--D--Q--I- -V--G-—0--5--L--L--§--P--L--L-—G-—--5--P--L——T—-P--G--P--1I
CAATCGATCTGACCC A TCTATAGA AT TTCCA TCGGAAA AR AT TCARCCCEA TG TEE TEC TRACCAGA TTETCGECCACT OO TTAT TE TCGOCA TTACTTCGACAGACCCTCCTCACCECAGGACCAAT
T--I--D--L--T--P--5--I--E--L--A--§--E--K--T—-E-—G--D--R——G—-A--D--0--I--V--G--0--§--L~-L--§--P--L--L-—G--0--5S—-L—-L——T—-P-—G--P—-T
CAATCGATCTGAC GO T T AT AGA AT TTCCACC GEARA AR AT TCAACCCCATCE TEE TEC TRACCAGA TTETCGECCAGT OO TTAT TE T GCC G TTAC T TEGACAGAGCOCCCTCACEECAGGACCART
T--I--D--L--T--P--5--I--E--L--A--P--E--K--T—-E-—G--D--R-—G—-A--D--0--I--V--G--0--§--L--L--§--P--L--L-—G--0--5--P--L——T—-P-—G—-P—-T
CAATCGATCTGACCC A TCTATAGA AT TTCCA TCGGAAA AR AT TCARCCCCATCE TEE TEC TRACCAGA TTETCGECCACTCE TTAT TE TCGOCA TTACTTCGACAGACCCTCCTCACGCCAGGACCAAT
T--I--D--L--T--P--5--I--E--L--A--§--E--K--T——E-—G--D--R——G--A--D--0--I--V--G--0--§--L~-L--§-—P--L--L-—G--0--5—-L—-L——T—-P-—G--P—-T
CAATCGATC T CAC GO T A T A A AT T O AT CaARA A A TCA A GG CATOE ToE T TR ACA T CTC G ECCACTCE TTA T TE T CCC G T TACTTCGACAGACCOCCCTCACECCAGGACCANT
T--I--D--L--T--P--5--I--E--L--A--P--E--K--T—-E-—-G--D--R-—G—-A--D--0--I--V--G--0--§--L~- L--§--P--L-—L-—G--0--5--P--L——T—-P-—G--P—-T

270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
B L P T DU T R Y D U D
AAACACATTAAG|TTACTATTTCCAGCACTGAGTTCAGLGC TTTTATGGGGTAALCTATTTCC TCLGTCATCAT P T T TAGG TCCAL AGGCGLTGCTGGOC TCARCACAAGTG T TGGGLAGTTCACAGTCY
~—H——-T-—L--§{-L--L-~F--P—-A-—L--5-—-5§--A--L--L--W-—C--§--L-—F--P-—P—-§-—§=-F—-L-—G--P--0~-A~-L--L--C-—§--T--0--V--L--C--5--5--0--§
AAACCCATTAAG] TTACTATTTCCAGCGC TGAGC TCAGCGTTT T TATGGGGTAALCTATTTCC TEC G TCATC TT T TATAGGTCCACAGGCGC TGCTGEEC TCARCARAAGTGTTGEGCAGTTCACAGTCY
-—H—-P-—L~—-5§{-L--L-—F--P—-A-—L--5-—-§--A--F--L~—W-—C--§--L-—F--P-—A--§-—~§—-F—-I-—G~-P--0~-A~-L--L--C-—§--T-—K--V--L-~C--5--5--0--5
AANCACATTAAGTTTACTATTTCCAGCAC TGAGTTCACCEC TTTTATCCGETAACCTATTTCC TCCGTCATCAT TTT TAGGTCCACAGGCGC TCCTGEECTCARCACAAGTGTTGEGCAGTTCACAGTCY
-—H—-T-—L--5§{-L--L-~F--P—-A-—L--5--5§--A--L--L--W-—C--§--L-~F--P-—P--§-—§=-F—-L-—~G~-P--0~-A~-L--L--C-—-§--T--0--V--L-~C--5--5--0--5
AAACCCATTAAGTTTACTATTTCCAGCCCTGAGCTCACCETTTTTATCCGETAACCTATTTCC TECGTCATC TT T TATAGGTCCACAGGCGC TCCTGEECTCARCARAAGTGTTGEGCAGTTCACAGTCY
--H—-P-—L--§{-L--L-~F--P—-A-—L--5--§--A--F--L--W-—C--§--L-—F--P-—A~-§-—-§--F—-T-~G~-P--0~-A~-L--L--C-—-§--T--K--V--L--C--5--5--0--5
AAACACATTAAGTTTACTATTTCCAGCAC TGAGTTCACCEC TTTTATCCGETAACCTATTTCC TCCGTCATCAT TTT TAGGTCCACAGGCGC TCCTGEECTCARCACAAGTGTTGEGCAGTTCACAGTCY
~-N--T--L~-§{-L~-L~-F~-P=-A==L-=5==5==A=-L-~L==W==C--§--L-~F-=P=-P==§==§==F=-L-=(==P=-{==A=-L=-L==C==§==T--0--V--L-~-C~-5--5--0--5
AAACCCATTAAGTTTACTATTTCCAGCCCTGAGCTCACCETTTTTATCCGETAACCTATTTCC TECGTCATC TT T TATAGGTCCACAGGCGC TCCTGEECTCARCARAAGTGTTGEGCAGTTCACAGTCY
--§--P-—L——5{-L--L——F--P--A-—L--5--5--A--F-- L--W-—G--N--L-—F--P-—-A--§-—-§--F—-I-—G--P--0--A--L--L--G-—5§--T-—K--V--L-—G--5--5--0—§

BT R T B T T R T Y|

400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
l....l....r....1....1....1.......n....g........1....0n-...p............1....

M--R--A-=A--N--E--E--A--A--R-~T--I--R~-0--N--D--V-—F--C--0--L-
GaccaccTecceToCaen TGAAGATCGTGACCCTCATGTTCCCATGAGAGCCGC TARTCAGGARGC TCCACGTACARTTCGTCAAARTGATGTCTTCCECCAGCTG
-D-—Q--L--P--5--A--5--K--V--V¥--L—V--L——A—-E--D--R--D--P--B--V--A--M--R--A--A--N--0-—E--A—A--R—T--I--R——0--N--D--V-—F--G-0—L-
GACCAGCTACC G TCoGCATCA A GGG TG T TAGTGT TAGC TGAAGATCC TGACCCTCA T TTGCCATGAGAGCCGC TAATCAGCAA GL TGCACGTACAA TTCCTCARARTGATGTGTTCGOCCAGCTG!
-D-—0--L--P--5-—A~-5--K--V--V--L--V--L--A--E--D--R--D--P--H--V A--A--N--E--E-—-A--A——R--T—-I--R—-0-—N--D-—V--F-—G--0—-L-
GACCAGCT GO G TODGCATE AR ACGTOGTGT TACTG T TACC TGAAGATCGTGACCTCATCTTGOC AT GAGAGCCGC TA RTCAGGAAGE TGEACGTACAA TTCGTCAR AR TGATGTCTTCGCOCAGCTG]
-D-—0--L--P--5-—A~-5--K-~V--V--L~-V--L-—A—-E--D--R--D--P--H--V--A--M--R--A-—A--N--0-—E-—A--A~-R-—T--I--R--0--H--D--V--F--C--0—-L~
GACCAGCTACC G T Co e CATC A A G T CGT G T TAG TG T TACC T GAAGATCC T A CCCT A TC T TCCC ATGAGAGCCCC TAATCACCAACL TCCACCTACAA TTCCTCARARTCATG TG T TCGOCCAGCTG!
-D-—0--L--P--5-—A~-5--K--V--V--L--V--L--A--E--D--R--D--P--H--V A--N--E--E-—-A--A——R--T—-I--R—-0-—N--D--V--F--G--0—-L

TR TR TR TR TR T

TCGCAGCAGCAAN
L—-5--0--T--R--0--A--D-- L--C--0~-W--L--5--0--5—L—E-—0--¥-0--0--0--I--P- -2~ 0--L--L-—0-—0-—H--A-E-—0—F—L—0-—0—T--V--5--0--]
A GTC AL TAC G T A A G CAGA T T TECEECAA A TC TTC TG CAC TC CTTACA CCA R A TGO ACCACC AN TTCC TG TACCAC TG TTACACCAAA ATCCGEAGCARTTTTGECAS
L--5--P--L--R--0--A--D-- L--G--0--M--L--5--0--5--L--E--0~-¥-0--0~-0~-I--P- V- -P-—L-—L~—0-—0-—H-—A--E-—0-—F--W--0-——————-——-—————{
TGAGTCAARTACGTCARGCTGAT T TGEEGCAAATGTTETCGCAGTCGTTAGAGCARATGCAGCAGCA AN TTCCTGCACARC TGTTACAGCARR ATGCGEAGCARTTTTTGCAGCAGATTGTATCACAAGH
L--5-—0--I--R-—0--A--D-- L--G--0--M--L--5--0--5--L—E--0--¥—-0--0--0--I--P--A--0--L--L-—0--0--¥--A--E-—0--F-—-L—0--0--I--V--5--0-J
A G T CAC TA CT A A A A T T T o oo O A A TC PO T CCAC T O T A A CCA R A T O A G A A AN P CTCTACCAC TG TTACACCAAR ATCCGEACCARTTTTCECAS
L--5--P--L--R--0--A--D-- L--G--0--M--L--5--0--5--L--E--0~-¥~-0~-0~-0~-I--P- V- -P-—L~—L-—0-—0~—H-—A--E-—0-—F--W--0---—--—-——-——-——-{
TEAGTCAAA TAC G ARG CTCAT T TECEECAAATC TTC T CCACTC CTTACA CCA R A TCCACCACC A AN TTCCTGCACAAC TG TTACACCAAA ATECGEAGCAATTTTTECACCAGATTCTATCACAAGR
L-=§=—0--I--R-—0--A--D-- L--C--0--M--L--5§--0--5--L~-E--0--¥~--0--0--0~-I--P--A--0--L--L--0--0--N--A--E--0--F--L--0--0--I--V--5--0--]
A GTC AL TAC G T A A G CAGA T T TECEECAA A TC TTC TG CAC TC CTTACA CCA R A TGO ACCACC AN TTCC TG TACCAC TG TTACACCAAA ATCCGEAGCARTTTTGECAS
L--5--P--L--R--0--A--D-- L--G--0--M--L--5--0--5--L--E--0~-¥~-0~-0~-0~-I--P- V- -P-—L~—L-—0-—0-—H-—A--E-—0-—F--W--0---—-——-——-——-——-{

660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I I 1 I I I 1 L 1 I 1
CGTATCGCAGTCGTTGEGECCAGATGTTGTCGEARACGTTTCARCCAGTGCCCTAT TTAGATCT TTCCCACC TTCCGT TETTGCGECAAGCACCAGTCCCCCETGAGTCCCCAGTAGATCCCGCCTTAGAY
-N--5-—0--5--L——G—-0--¥--L—-5--0~-T--F-0~-P--V--P--Y-—L-—D--L-—5--0--L—-P—-L--L--G--0--A--P--V--A--G--E--§--A-—~V—-D--A—A—L—D}
CAGATGTTGTCGCARGCGTTTCAACCATTGCCC TATTTAGATCTTTC TCCGC TTCCGATTT TEGCECARCCACCAGTCCCCGATGACCCCGCAGTATAT
——————————————————— ~0--M--L--§—-0--A--F—~0~-P--L-~P-~¥-—L--D-—L-~5-—P-—L~-P--I--L--G--0~~A~-P--V--A--D--E--P-—A~-V--¥———————————-L
CCTATCGCAGTCGTTCEGEOCAGATCTTCTCGCARACGTTTCAACCACTCCCC TAT TTAGATCT T TCCCACC T TCCGT TCT TCCGECAACCACCACTCCOCCETGAGTCCCCAGTAGATCCCGCCTTAGAT
-N--5-—0--5--L——G—-0--¥--L—-5--0—-T--F--0—-P--V--P--Y-—L-—D--L-—5--0--L—-P—-L—-L--G--0--A--P--V—-A--G--E--5--A-—~V—-D--A—A—L—D}
CAGATGTTGTCGCARCCGTTTCAACCATTGCCC TATTTAGATCTTTC TCCGC TTCCGATTT TEGCECAACCACCAGTCCCCGATGACCCCGCAGTATAT
——————————————————— -0--M—-L--5—-0--A--F—-0--P--L--P--Y--L--D--L——5-—P-—L—-P--I--L--G—-0--A--P--V--A--D--E--P--A—-V--Y-———-—————-L
CGTATCGCAGTCGTTGEGECCAGATCTTGTCGEARACGTTTCARCCAGTGCCCTAT TTAGATCT TTCCCACC TTCCGT TETTGCGECAAGCACCAGTCCCCCETGAGTCCCCAGTAGATCCCGCCTTAGAT
-N--5-—-0--5--L——G—-0--¥--L—-5--0~--T--F-0—-P--V--P--¥-—L-—D--L-—5--0--L—P—-L--L--G--0--A--P-V—-A--G--E--§--A-N--D--A—A—L—D}
CAGATGTTGTCGCARGCGTTTCAACCATTGCCC TATTTAGATCTTTC TCCGC TTCCGATTT TEGCECARCCACCAGTCCCCGATGACCCCGCAGTATAT
——————————————————— ~0--M--L--§—-0--A-~F—~0~-P--L-~P-~¥-—L--D-—L-~5-—P-—L~-P--I--L-~G--0~~A~-P--V--A--D--E--P-—A~-V--¥———————————-L

73



EERREERREERR

FEREEEREEERA

BEREEEREEERE

EERREEREE SRR

FEREEEREEERA
e
EOESEQREBESESD

i
FOREEEEEEEEES

BEEEEEEREEER
EQEgEREOERED

EERBEERAEERA
QEBEQEQREBED

e

b2
OEBEOREDEDREDR
w w w w w n

m° W W W W

m

mo W W WM W

m

m W

m

m

m

m° m W W W

[}

m W

m

" "

b3 b3
aEgEgEaEoEg  BoEQESEREQED

w w w w w w n w

m

790 ano am azo 330 840 350 aso a'm 880 290 900 910
1 | 1 | 1 | 1 1 ! 1 ! l 1 1 ! l 1

mmmmm@mmﬂmﬁmmmmmmmmﬂm
-K-—-A--E--G--G--5--E-—A--A--A-—A-—A--D-—D--V—-L--T--P--N--T--P--A-—F--0--1--P--N--I--0--S-——A——I--D--A—-5—-T-—0--M—-L--G--0--V--F-
AAGGCAGAGGACCECAGTGAGGCCCC TCCTECAGACGATGATGTCC TARGACCGARTACGCCACCC TTCCARAT TCCAAACAT TCARTCACCCATAGACGC TAGCACTCARATGTTCGETCAAGT TTTTY
-K-—A--E--D--G--5--E--A-—P--A-—A--D--D-—D--V--L--R—-P--N--T--P--A-—F--0--1--P--N--I--0--5-—A——I--D--A--5--T--0--M--L--G--0--V--F-
AAGGCAGAGGECCECAGTGAGGCCEC TCCTECAGCCGATGATGTCE TAACACCGARTACGCCACCC TTCCARATTCCAAACATTCARTCACCCATAGACGC TAGCACTCARATGTTCGETCAAGT TTTTY
-K--A--E--G--G--§--E--A--A--A-—-A-—-A--D--D--V—-L--T--P--N--T--P--A--F--0--1--P--N--I--0--S-—A—I--D--A—-5--T--0--M--L--G--0--V--F-

-K--A--E--D--G--5--E--A--P--A-—A—-D--D--D--V--L--R--P--H-—T--P--2-F-Q--I--P-—H--I-0-5-A-I-D--2-5-T-O0 ML
AAGGCAGAGGECCECAGTGAGGCCEC TCCTECAGCCGATGATGTCE TAACACCGARTACGCCACCC TTCCARATTCCAAACATTCARTCACCCATAGACGC TAGCACTCARATGTTCGETCAAGT TTTTY
-K--A--E--G--G--5--E--A--A--A-—A——A~-D-—D--V—-L--T--P--N--T--P--A-—F--0--I--P--N--I--0--5-——A——I--D--A—-5—-T--0--M—-L--G--0--V--F-
AAGGCAGAGGACCECAGTGAGGCCCC TGO TECAGACGATGATGTCE TAAGACCGARTACGCCAGCC TTCCARAT TCCAAACAT TCARTCACCCATAGACGC TAGCACTCARATGTTCGETCAAGT TTTTY
-K-—-A--E--D--G--5--E--A-—P--A-—A——D--D-—D--V—-L--R—-P--N--T--P--A-—F--0--I--P--§--I--0--5-——A——I--D--A--5—-T--0--M—-L--G--0--V--F-

LT B B e e e

520 530 540 950 360 970 380 930 1000 1010 1020 1030 1040

ool J....l....1...1...9....J....1....rl....r0-...rl..../....rl....rn.../l..../l....r....rl....\-...l....\l-.../]....
TGCARATTCTGGTT T TCAGCTCOC AR ATAT TCAATCAGC TC TOGATGCAGGC ACDCA R A TGC TTGGACARGCC TT TCAGCARAC TA A TCCGGATGGATC TTC TGGTGGATTTCH

AACAACCCAATGCTGR
(0--0-—P--H--A--D--A--W--5--G-—F--0--L--P--H--I--0-5-—A--L--D--A--G-~T--0--M-- L--G--0--A--F——0- -0~ -T-—H--A--D-—~G--5—-5--G--G--F-{
AACAACCCAATGCTGR!

TGCGAATTCTGETTTTCGGCTCOCARATAT TCAATCAGCTC TOGATGCAGGC ACDCA A A TAC TTGGACARGCC TTGCAGCARAC TAA TCCGGATGGATCOCC TGGTGTATTTCH

(0--0-—P--H--A--D--A--W--5--G-—F-—~0--L--P--H--I--0-5-—A--L--D--A--G- ~T--0--M-- L--G--0--A--F——0- -0~ ~T-—H--A--D-—~G--5—-5-—
AACAACCCAATCCTGATGEEAAT TCTCET T TTCC G TCCC AR A TAT TCAA TCACC TC TOGATCCACCC ACCCA AN TAC TTGEACAACCC TTGCAGCARAL
(0--0-—P--H--A--D--G--W--5--G-—F--R--L--P--H--I--0--5-—A~-L—-D--A--G- ~T--0--I-- L--G--0--A--L——0- -0~ -T-—H--A--D-—~G--5—-P--G--V--F-
A ACAACCCAATGCTGATGCARAT TGO T T T TCAGCTCCCAAATAT AR TCACC TC TCGATCCACCC ACCCA AN TGO TTGEACAACCC PTTCAGCARAC TAATCCGRATOCATC TTCTGGTGGATTTCA
(0--0-—P--H--A--D--A--W--5--G-—F-—~0--L--P--H--I--0-5-—A~-L—-D--A--G- ~T-—-0--M-- L--C--0--A--F——0-—0-~T-—H--A--D-—~G--5—-5--G--G--F-—
AACAACCCAA T TGATGERAAT T TCET T T TCG G TCCC AR A TAT TCAA TCACC TC TOGA TG CAC G ACCCA A TAC TTGEACAA S TTRCAGCAAAC TAATCCGEATEGATCCCCTGETGTATTTCY
V-—F——(

—5——p—

~-~I--0--5-—A~—L—-D--A-—G-~T--0~-I~ 0—2--L-—0-—0--T—§-—2—]

1060 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1 ! 1 1 1 ! | 1 1 ! | | 1 Il | | 1 Il | L

ATTTCCCAACATTCAGTCTGTCATAGATTCTGECTCTCARATGC TCAGCCAAAGTCEGAR T TTATTCAATCTTCGOCCAT TGCAATCGTTAGACCCACCTATGTCTGAT TCAGATCCAGAGCCAGCAGLT]
-—F-—P——H--I--0--5--V--I--D--5--G-—5--0~-M-- L--§~—0--5-—C-—§--L--F-—H--L--R--P--L--0--§--L--D--P—-P--M--5§--D--5--D-—A--E—-P--A--A-|
ATTTCCCAACATTCAGTCTGTCATAGATTCTGECTCTCARATGC TTAGCCAAAGTCEGCETTTATTCAATT TTCGCCCAT TGCAATCGTTAGACCTGCCTATGTCTGAT TCAGATCCAGAGCCAGCAGLT]
==F==-P=-f-~I~-0~=5=-W--I=-D=-5--C-—5=~0--M-- L-=§=~0--5==C-~C=~L=-F=-H--F--R--P--L--{~-5--L~-D--L~-P--M--§--D-~5--D--A--E--P--A--A-|

7
~G--L~—F--H--F—-R--P--L-—0--5--L--D--L~-P--M--§--0--5--D-—A--E—-P-—A-—A-

-—F--P--H-—I--0--5--¥--I--D--5--G-—5-—-0--M-- L--5--0--5—-

1180 1130 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
PR PSRN [ [P S [P ISP ISP ISR [P [ IR [P [ P [ IS [ [P [ I 1 I PR I IR Y |

TCGCAGATTTCTGAAGTGCGCGTGARACE GGATGTAAATCCAAC TACTC AR AATGA AL GAAA A AT GLAA ACAGL CGCAGG TATGGATGAR T TAA AR TCL T TCCGLCATGLAAR AR GC T TTCATCCATE
-5--0--T--§--E--V--B--V--K——P-—D-—V—-N--P—-T—-T--0--N--E--R--K--M--0--T--A-—A-—G--¥—D-—E—L——K--M—-L—-5--A—-M¥--0--K—A--F-—I-—H—
TCGCAGA GEATCTAAATCCAACTCCTCAAAATGAACA AR AATCCARACACCCECARCTATCEATCARTTACA ACTCC TATCCGCCATCCARAAAGATTTCATCCATH

TTTCTGAACTECCCETGAAALT
-5--0--I--5--E--V--R-—V--K--P--D-—V--H--P--T—-A--0--H--E--0--K—-M¥-—0-—T--A-—A- M- -D-—E--L--E--V--L--5--A--M--0--K--D--F--I--H—
TOCCAGATT TCTGAACTCCCC T CAAACC CEATCTAA A TCC AR TACTCAAAATCAACCAR AR A TCC AR A ACCCGCACCTATGEATCAATTAARAATEC TTTCCGOCA TECAAAA ACCT TTCATCCATH
-5--0--T--§--E--V--B--V--K——P-—D-—V—-N--P—-T—-T--0--N--E--R--K--M--0--T--A-—A-—G--¥—D-—E—L——K--M—-L—-5--A—-M¥--0--K—A--F-—I-—H—
TCGCAGATTTCTGARCTGCGOCTGARRCT TGCTCAARATGAACARRAR

TTTCTGARGTGOGOGTGARRCT
-5--0--I--§-—E--V--B--V--K——P-—D——V—-N—-P—-T—-T--0--N--E--R—-K--M--0--T--A-—-A-—G-—¥—D-—E—L——K--M—-L—-5--A--M¥--0--K—A--F-—I-—H—
TCGCAGATTTCTGAACTCCCCCTCARACCGEATCTAA R TCCAAC TCCTCAAAATCAACAA AR A TGO ARACACCCCCAACTATGCATCAAT TAGAACTCEC TATCCGOCA TOCAAR A RGATTTCATCCATH
-5--0--I--5--E--V--R-—V--K--P--D-—V--H--P—~T—-A-—0--H--E--0-—K—-M¥-—-0-—T--A-—A- M- -D-—E--L--E--V--L--5--A--M--0--K--D--F--I--H-
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AGAAATTACCTATATTATGETTCCGTATGCCATCLGAC TCACC TGAR AGGGADGATGACTTTGAAT TGAA ACACCAT GLAR A TTCTAA AR AL AR A A A TATGEA TCAACAAC TCGAR TCCARATTCLARE]
K--K--L-—P--T--L--W--F--R--M--P--5--0~-5--P-—E--R--D--D--D--F--E-- L--K--H--H--A~-H--5--K--H--K--H--M--D--E--0--L—-E--5--K--L--0--|
AGAAATTACCCATATTATGGTTCCGCATGOCATCTGACTCACCTGARAGACACG' TTGACACACCA TGARCAACTCGAATCCCAR

K--K--L-—P--I--L--W--F--R--M--P--§--D—-5§-—P-—E-—R—-]

K—-K--L-—P--I--L~-W--F--R--M--P--5--D--5--P-—E--R--D--D—--D—-L--E--L-~T--H--H--A--K--P--K--H—-K——H--M--D--E--0—-L—-E--5--0--L--0--}
AT TACCTATATTATCC T TCCETATCCCATCC GACTCACC TEA R A G AT CA TEACT TTGAA TTCAR AT ACCATGCARAT TCTAAA A A AN A A TATCEATCAACAACTCCAATCCARATTECARST
K—-K--L-—P--I--L~-W--F--R--M--P--5--D--5--P-—E--R--D--D—-D--F--E-- L--K--H--H--A--H--5--K--H—-K——H--M--D--E--0—-L—-E--5--K--L--0--}
AGARATTACCCATATTATGGTTCCGCATGCCATC TGACTCACC TEARAGAGACGA TEACC TTGAA TTGACACACCA T GLARAAC CTAA A AAC A AR A A TATGGATGARCAACTCGAATCCCAAT TECARGD
F—-K--L-—P--I--L~-W--F--R--M--P--5--D--5--P-—E--R--D--D—-D—-L--E-- L-~T--H--H--A--K--P--K-—H—-K——H--M--D--E--0—-L—-E--5--0--L--0--}
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--F--E--R-—0--V--I--A--E--L~-K--F—-L--0--D--I--E--R--K--2--K--E--M-—R-—A~-A~-5-—K--A-~G—-A~~T—-D--K—-T--5—-K--D--A--T--H--H--H--A-|
TTTTGAACGTCAGETTATAGCTGAATTAAAGTTCCTECAGGATATT GAGCCTAAGGC TAAGGARATGCCGCCAGCCTCARAGGCACGAGCCACCGACARAACT TCCARCGATGCCACCARTCACCATECH
--F-—-E--R--0--V—-I--A--E--L--K--F—-L--0--D--I--E--R--K--2--K-—E--M~—R-—A- A~ -5~ —K--A-~G—-A~~T—-D--K—-T--5—-K--D--A--T-—H--H--H--A-|
TTTTGARCGTCAGETTATAGCTGAAT TAAAGTTCCTECAGGATATT GAGCCTAAGGC TAAGGARATGCCEECAGCCTCARAGGCACGTGOCACCGACARAACT TCCAACGATGCCACCARTCACCATECH
--F--E--R--0--V—-I--A--E--L--K--F--L--0--D--I--E--R--K--2--K--E--M--R-—A--A~-§-—K--A-~C—-A~-T—-D--K—-T--5—-K--D--A--T--H--H--H--A-]
TTTTGARCGTCAGETTATAGCTGAATTAAAGTTCCTGCAGGATATT GAGCCTAAGGC TAAGGARATGCCGGECAGCCTCARAGGCACGAGCCACCGACARAACT TCCARCGATGCCACCARTCACCATECH
--F-—-E--R--0--V—-I--A--E--L--K--F—-L--0--D--I--E--R--K--2--K-—E--M~—R-—A- A~ -5~ —K--A-~G—-A~~T—-D--K—-T--5—-K--D--A--T-—H--H--H--A-|
TTTTGAACGTCAGGTTATACC TGAAT TAAAGTTOC TECAGGATATT GAGCCTAAGGC TAAGGA R ATGCCEGECACCCTCARAGGCACCTGOCACCGACARAACT TCCAACGATGCCACCARTCACCATCCH
--F-—-E--R--0--V—-I--A--E--L--K--F—-L--0--D--I--E--R--K--2--K-—E--M-—R-—A- A~ -5~ —K--A-~G—-A~~T—-D--K—-T--5—-K--D--A--T-—H--H--H--A-|
TTTTGARCGTCAGETTATAGCTGAATTAAAGTTCCTGCAGGATATT GAGCCTAAGGC TAAGGARATGCCGGECAGCCTCARAGGCACGAGCCACCGACARAACT TCCARCGATGCCACCARTCACCATECH
--F--E--B-—0--V—I--A——E--L--K--F—-L--0--D--I--E--R--K--A--K-—E--M—R--A—-A—-5--K—-A--G—-A--T—-D--K—-T--5—-K--D--A--T--N-—H——H—-A-]
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AT T A G T A A A T A T A A A A T T A T A A A T A A T e T T A G T R A A A TG T T A A T T o G A A T A A A AT COCA R A AR G TCAA AR
-5--I--L--5--K--I--P-—V--H--K--I-—T--R-—A--D--I--E--K--A-—L~-H--D--D--¥-—V-—K--K--L--L-—H--M-—A--A--I--T-—H--R--K--A--5-—E-—K--T--|
ACCATCCTCACTAACATACCGETGCATARGATAAC AC GACC TCATATCGACA A ACCTC TCAAC GATGATTACCTGAAACAACTC TTACATATGCCCECAA TCACARATCEEARACCARCTGACAAGACED
-5--I--L--5--K--I--P--V--H--K--I-—T--R-—A--D--I--E--K--A-—L~-H--D--D--¥-—V-—K--0--L--L-—H--M--A--A--I--T-—H--R--K--A--5-—E-—K--T-|
ACCATCCTCACTAACATACCGETGCATAAGATAAC AC GACC TCATATCRACA A ACCTC TCAAC GATGATTACCTGAAAA AN CTC TTACATATGCCCECAA TCACARATCEEARACCARCTGAGAAGACED
-5--I--L--5--K--I--P--V--H--K--I-—T--R-—A--D--I--E--K--A~—L~-H--D--D--¥-—V-—K-—K--L--L-—H--M-—A-—A--I--T-—H--R--K--A--5-—E-—K--T--|
ACCATCCTCACTAACATACCGETGCATAAGATAACAC GACC TCATATCGACA AACCTC TCAAC GATGATTACCTGAAACAACTC TTACATATGECCCCAA TCACARATCEEARACCARCTGAGAAGACED
-5--I--L--5--K--I--P-—V--H--K--I-—T--R-—A--D--I--E--K--A-—L~-H--D--D--¥-—V-—K--0--L--L-—H--M-—A-—A--I--T-—H--R--K--A--5-—E-—K--T--|
ACCATCCTCACTAACATACCGETGCATAAGATAAC AC GACC TCATATCRACA A ACCTC TCAAC GATGATTACCTGAAAA AN CTC TTACATATGCCCECAA TCACARATCEEARACCARCTGAGAAGACED
-5--I--L--5--K--I--P--V--H--K--I--T--R-—A--D--I--E--K--A-—L--H--D--D--¥-—V-—K--K--L--L-—H--M--A--A--I--T-—H--R--K--A--5-—E-—K--T--|
ACCATCCTCACTAACATACCGETGCATAAGATAAC AC GACC TCATATCCACA A ACCTC TCAAC GATGATTACCTGAAACAACTC TTACATATGCCCCCAA TCACARATCEEARACCARCTGAGAAGACED
-5--I--L--5--K--I--P--V--H--K--I-—T--R-—A--D--I--E--K--A~—L~-H--D--D--¥-—V-—K--0--L--L-—H--M-—A--A--I--T-—H--R--K--A--5-—E-—K--T--|
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1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
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TCAATGCCGCTCCTAGTAACCECCARACCATGACTTCTAAA TCCTCCATAACACCAAGOC AR A TCTCAAGACACGAA ATTATGCOGTTGCTAGCCTATCECATATCGAATCOCGARTOCTARFCOCATALA.
L--H--G--A--P—-5--K--R-—0--T--M--T--5——K §--I--T-—P--R——0--M--5--R--D-—E—-I--M~-R~-L--L--A--¥-—A-—¥—-R--M--A—-H--A--H[-G-—I--0
TCAATGECGC T TAGTAACCECCAAACCATGACTTC TAA A TCC TCCATAACACCAAGEC AR A TETCAAGAGACCAA A TTA TECGATTCCTAGCC TATECATATC GAATCCC CAATCC TARFAACATACA.
L--H--G--A--P—-5--K--R--0--T--M--T--5—-K §--I--T--P--R—-0--M--5--R--D-—E—-I--M~-R~-L--L--A--¥-—A-—¥—-R--M--A—-H--A--H{-H--I--0
TCAATGECGC T TAGTAACCECCAAACCATGAC TTC TAAA TCC TCCATAACACCAAGEC AR A TCTCAAGAGACCAAA TTATCCCCTTCCTAGCC TATECATATC GAATCCC GAATCC TARTCOCATACA.
L--H--G--A--P--5--K--R--0--T--M--T--5— §--I--T--P--R—-0--M--5--R--D--E—-I--M--R—-L--L--A--¥-—A-—¥—-B--M--A—-H--A--H{-G--I--0
TCAATGECGC T TAGTAACCECCAAACCATGACTTC TAAA TCC TCCATAACACCAAGEC AR A TCTCAAGAGACGAAA TTA TCCGATTCCTAGCC TATCECATATC GAATCCC GAATCC TARFAACATACA.
L--H--G--A--P--5--K--R-—0--T--M--T--5——K §--I--T-—P--R——{--M--5—-R--D--E—-I--M~-R--L--L--A--¥-—A-—¥—-R--M--A—-H--A--H{-H--I--Q
TCAATGECGC T TAGTAACCECCAAACCATGAC TTC TAAA TCC TCCATAACACC AAGEC AR A TCTCAAGAGACCAAA TTATCCCCTTCCTAGCC TATECATATC GAATCCC GAATCC TARTCOCATACA.
L--H--G--A--P—-5--K--R--0--T--M--T--5——K 5--I-—T-—P--R——0--¥—-5—] --M--R--L-—L-—A——¥-—A-—¥——R--M--A--H-—2A—-H -0
TCAATCEEC G T TACTAACCECCAAACC AT CAC TTC TAA A TCC TCCATAAC AT A A GO AR A TCTCAAGACACCAA A TTATCCCATTCCTACCC TATCECATATC GAATCCC CARTCC TARFAACATACA.
L--H--G--A--P--5--K--R--0--T--M--T--5-—K §--I--T-—P--R—-0--M--5--R--D--E—-I--M~-R~-L--L--A--¥-—A-—¥—-R--M--A—-H--A--H{-H--I--0

1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1300 1320 1930 1340 1950

--M--M-—E--V--5--[--5-—K--K--L--N--K--P--P--0--5--D--5-—0-—G--5-—-A-—K—(Q—-L——§—-D~-E--N--W- - L--R--N--5--K--A--R--0- W--E-—G—-E—R-
GATGATGGAAGTTTCCGATTCTAAGARGC TAAACAAGCCACCTCAGTCCGATTCCRACEGC T TECAAAACACT TAAATCGACCAGARTTCETTARGAR ATTCARARCCGACACARTCCEARCCOCARCCE
--M--M-—E--V--5--[--5-—K--K--L--N--K--P--P--0--5--D--5-—E-—G--5-—-A-—K——(0—-L——N—-D—-E—-N--W- - L--R--N--5--K--A--R--0-W--E-—G—-E—R-
GATGATCGAAGTTTCCGATTCTAAGAAGC TAAACAAGCCACCTCAGTCCGATTCCCAGEGATC TECAAAACACT TAAATCACCAGARTTCETTARGAR ATTCARARCCGACACARTCCEARCCOCARCCE
--M--M--E-~V--5--[}-~5~~K~-K--L~~H--K-=-P--P--0--5--D--5-~{~C~~5==A~-K--0--L-—H--D--E~-H--W- - L--R--H--5--K--A--R-~0--W--E--C--E--R-~
GATGATGGAAGTTTCCGATTCTAAGARGC TAAACAAGCCACCTCAGTCCGATTCCRACEEC T TECAAAACACT TAAATGACCAGARTTCETTARGAR ATTCARARCCGACACARTCCEARCCOCARCCE

--M--M--E--V--5--D--5--K--K--L--H--K--P--P--0--5§--D--5-- -—A-—K--0--L-~-H--D--E--H--W--L--R--N--5~-K--A~-R-—0—W--] -R-
GATGATGGAAGTTTCCGATTCTAAGAAGC TAAACAAGCCACCTCAGTCCGATTCCCAGGEATCTCCARRACAGT TARATGACGAGAATTGGTTARGARAT TCAAARCCGAGACARTCGGAAGCCGAACGT
--M--M—-E--V--5--D--5--K--K--L--N--K--P-—P--0--5§~-D--5-—0-—C--5--A--K--0- -L--H--D--E--N--W--L--R--N--5--K--A--R--0--W--E--C—-E--R-
GATGATGGAAGTTTCCGATTCTAAGAAGC TAAACAAGCCACCTCAGTCCGAT TCCGAGGECTCTCCARRACAGT TARATGACGAGAATTGGTTAAGARAT TCAAARCCGAGACARTCCGAAGCCGAACGT
--M--M--E--V--5—-D--5--K--K--L--H--K--P-—P--0--§~-D--5-—E-—G--5--A--K--0- ~L-~H--D--E--N--W--L-—R--N--5--K--A--R-—-0--W--E--C--E--R-~
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2020 2040 2050 2060 2070 2080

T T T T T T e e ]
ATCCAGATGCCTCCTATCCARAATTTTGARCAGAATCCCACARGGATGTCTATCEATAGCCARATGCCCGARR ARACCACACCAATCGEACGTCARTCCT TCGATGARCA ARCACCACCARTTRATCARR
-M--0--M--P--R--M--0-—N--F——E--0-—H--P-~T--R--M--5--M--D--R--0--M—-P——E--K--T-—T--A~-M-—C~—R--0--5—-L—-D-—E-—0--T--P--P--I--H-—E—
ATCCAGATGCCTCCTATCCARAATTTTGARCAGAATCCCACARGGATGTCTATCEATAGCCARATGCCCGAAR ARACCACACCAATCCEACGTCARTCCT TCGATGARCA ARCACCACCARTTRATCARR
-M--0--M--P--R—-M--Q--N--F——E--0-—§--P--T--R—-M--5--M--D--R--0--M—-P-—E--K--T--T--A—-M—CG—R-—0--5—-L—D-—E-—0--T--P--P--I--H-—E—
ATCCAGATGCCTCCTATCCARAATTTTGARCAGAATCCCACAAGGATGTCTATCEATAGCCARATGCCCGARR ARACCACACCAATCGEACGTCARTCCT TCGATGARCA ARCACCACCARTTRATCARR
-M--0--M--P--R—-M--0--N--F——E--0——§--P--T--R—-M--5--M--D--R--0--M—-P-—E--K--T--T--A—-M—G—R-—0-—5—-L—D-—E-—0--T--P--P--I--H-—E—-
ATCCAGATGCCTCCTATCCARAATTTTGARCAGARTCCCACARGGATGTCTATCEATAGCCARATGCCCGARR ARACCACACCAATCGEACGTCARTCCT TCGATGARCA ARCACCACCARTTRATCARR
-M--0--M--P--R—-M--0--N--F——E--0-—§-—P--T--R—-M--5--M--D--R--0--M—-P-—E--K--T--T--A—M—G-—R-—0-—5—-L——D-—E-—0--T--P--P--I--H-—E—-
ATCCAGATGCCTCCTATCCARAATTTTGARCAGARTCCCACARGGATGTCTATCEATAGCCARATGCCCGARR ARACCACACCAATCGEACGTCARTCCT TCGATGARCA ARCACCACCARTTRATCARR
-M--0--M--P--R--M--0-—H--F——E--0-—N--D——T--R--M--5--M--D--R--0--M—-P——E--K--T-—T--A~-M-—C~—R--0--5—-L—-D-—E-—0--T--P--P--T--H--E—
ATCCAGATGCCTCCTATCCARAATTTTGARCAGARTCCCACARGGATGTCTATCEATAGCCARATGCCCGARR ARACCACACCAATCGEACGTCARTCCT TCGATGARCA ARCACCACCARTTRATCARR
-M--(0--M--P--R--M--0-—H--F—-E--0-—H--D--T--R--4--5--M--D--R--0--M~-DP--E--K--T-—T--A~-M-—C~-R--0--5—-L—-D-—E-—0--T--P--P--I--H--E—-

2030 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
D T NI N T I N I N N N N N N SN
ATCCAATECAAACAAAAACTATCCCGATGEAACAACAACCCCCACCAATGCAACAR A TECAGA CEA TECACTCCCC T T T TACC GCAGA TCAACGGCAA TG GAT TEAC CCGAA TATCECTATCCGCAGTTE
H--P--M—-0-—T-—K--T--M--P--M--E--0--0--R--P--A--M--0--0--¥-0-—R-—¥-0--5--P--F--T--A--D--0--R--0--W--I--D—-P-—H--M—C--M-R--5--W
ATCCAATECAAACAAAAA TTATCC TCATCEAACAACAACCCOCACCAATGARACAR A TECAGA CEA TECACTCCCC T T T TACC GCAGA TCAACCCCAA TG GAT TEAC CCCAA TATCECTATCCGLAGTGE
H--P--4~-0-—T-—K--I--M-- L~-M--E--0--0--R--P--A--M--K--0~-¥-0-—R-—¥-0--5--P--F--T--A--D--0--R--0--W--I--D--P-—H--M¥—C--M-R--5--C
ATCCAATECAAACAAAAACTATCCCGATCEAACAACAACCCCCACCAATGCAACAR A TECAGA CEA TECACTCCCC T T T TACC GCAGA TCAACGCCAA TG GAT TEAC CCCAA TATCECTATCCGCAGTTE
H--P--4~-0-—T-—K--T--M--P--M--E--0--0--R--P--A--M--0--0--¥-0-—R-—M¥-0--5--P--F--T--A--D--0--R--0--W--I--D--P-—H--M—C—-M-R--5--W
ATCCAATGCAARCARAAA TTATGCTGATGEAACAACARCGCCCAGCAATGARACARATGCAGAGEA TELAGTCGCCTTTTACCGCAGA TCAACGGCAATGGAT TRACCOGAATATGGETATGOGCAGTGE
H--P--4—-0-—T-—K--I--M-- L--M--E--0--0--R--P--A--M--K--0~-M¥--0-—R-—M¥-0--5--P--F--T--A--D--0--R--0--W--I--D--P-—H--M—C—-M-R--5--C
ATCCAATECAAACARAAACTATCCCGATGRAACARCAACCCOCAGCAATGCARCARA TECACA CEA TOCACTCOCCTTTTACCGCAGATCARCGGCAATCGAT TEACCCCAATATCOCTATCCOGCACTTG
H--P--4~-0-—T-—K--T--M--P--M--E--0--0--R--P--A--M--0--0~-¥-0-—R-—M¥-0--5--P--F--T--A~-D--0--R--0--W--I--D—-P-—H--M—C—-M-R--5--W
ATCCAATCCAAACAAA AN PTATCCTCATCEAACAACAACCCOCACCAATGAAACAR A TECACA CEATECACTCCCCT T T TACC CCAGATCAACCCCAATCGAT TEACCC CAATATCCCTATCCCCACTCE
H--P--4~-0-—T-—K--I--M-- L--M--E--0-—-0--R--P--A--M--K--0~-¥--0-—R-—M¥--0--5--P--F--T--A~-D--0--R--0--W--I--D--P-—H--M¥-—C—-M--R--5--C

2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
B L L e e L L P e
GATGCAAGARAATACCCAAATCCCTGTGCARACGCAGTCEATCGACACACAGTCACAGAGATTCCCAAGCGAR AR T ACTCAACAGCCACCAGCTACTATAGAGCAATCGCTACCTGCAATCECGATCTTA
--M--0-—E--H--T--0--¥—-P--V-—0-—R--0--W--I--D--T--0--5--0--R--F--P--5--E—-H--T-—0-—0--P--P--A~-T--I--E--0--5--L--P--A--M—P—-I——L-
GATGCARGARARTACCCA AATGOCTGTGARARGOCAGTGGATCGACACACAG TCACAGAGA TTCCCAAGC GAA AR TACTCAACAGCCACCAGC TAATACAGAGCAA TCGC TACC TECAATGOCGATGTTA
--M--0-—E--H--T--0--M—-P--V-—K-—R--0--W--I--D--T--0--5--0--R--F--P--5--E—-H--T-—0-—0~-P--P--A~-H--T--E-—-0--5--L--P--A--M—P—-M—L-

PCECCTETECAAACOCACTOCA POGACACACACTCACAGACH ACTATACAGCANPCGCTACCTCCAATGOCGATCTTA

TCCCTGTCARARGCCACTCOATCEACACACACTCACACACGATTCCCAACCGARANTACTCAACAGCCACCACCT
--M--0-—E--N--T--0--M—-P--V--K--R--0--W--I--D--T--0--5--0--R--F--P--5--E—-N--T--0--0--P--P—-A--N--T--E--0——5--L--P--A--M—-P—-M——L-
GATGCAAGARAATACCCAAATGCCTGTGCAAAGCCAGTCEATCGACACACAGTCACAGAGATTCCCAAGCGAR AR TACTCAACAGCCACCAGCTACTATAGAGCAATCCCTACCTGCARTGOCGATCTTA
--M--0-—E--H--T--0--¥—-P--V-—0-—R--0--W--I--D--T--0--5--0--R--F--P--5--E—-H--T-—0-—0--P--P--A~-T--I--E--0--5--L--P--A--M-—P—-I-—L-
GATGCAAGARAATACCCAAATGCCTGTGARAAGCCAGTCEATCGACACACAG TCACAGAGATTCCCAAGCGAR AR TACTCAACAGCCACCAGCTAATACAGAGCAATCCCTACCTGCAATGOCGATGTTA
--M--0—E--§--T--0--¥—-P-~V-—K-R-0--W-I-D--T--0--5-Q R -F—P-5—E -8 -T-0 0P -P -2 -H-T--E-—Q-5-LP-A M P M¥-L
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APENDICE B

Tabela 7: Substitui¢cfes de aminoacidos encontradas pela analise BEB em sequéncias dos grupos

de analise “Anastrepha”, “Tephritidae” e “Cyclorrhapha”.

Anastrepha
Cddon Substituicio Probabilidade (%)
6G G—S 89,30%
43F F—-L 66,80%
136K K—Q 61,40%
210P P—S 66,40%
215E E—Q 51,40%
Tephritidae
Cddon Substituicio Probabilidade (%)
1147G G—V/P/S 64,40%
Cyclorrhapha
Cddon Substituicio Probabilidade (%)
1314V.  V—-P/G/I/L/S 62,20%
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APENDICE C

Tabela 9: Testes de normalidade de Ryan-Joiner para o indice ovariano (lo), para a Carga de
ovos (Co), e para os comprimentos da asa (hA) e do térax (hT), considerando a presenca de

simetria bilateral entre ovarios esquerdo e direito.

Normalidade de Ryan-Joiner (p-valor)

Idade

(dias)
1 > 0,100 * >0,100 >0,100
5 > 0,100 * >0,100 >0,100
7 0,054 * 0,064 >0,100
10 >0,100 >0,100 >0,100 > 0,100
14  >0,100 >0,100 0,070 >0,100
15 >0,100 >0,100 >0,100 0,093
20 >0,100 0,095 >0,100 0,072
25 >0,100 >0,100 >0,100 >0,100
29 0,069 >0,100 >0,100 >0,100

lo Co Asa Torax




Tabela 10: p-valores obtidos a partir dos testes de comparacéo entre a diferenca das variancias (a) e a igualdade das médias populacionais (b). Os valores

de variancias e médias maiores que 0,05 ndo rejeitam Ho e sdo estatisticamente iguais (cor verde), enquanto os menores que 0,05 rejeitam Ho e séo

estatisticamente diferentes (cor vermelha).

(a)
DIFERENCA DAS VARIANCIAS
p-valor para Indice ovariano p-valor para Carga de ovos
5 7 10 14 15 20 25 29 1 5 7 10 14 15 20 25 29
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1 Idéntico Idéntico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,90 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 5 Idéntico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,01 0,00 0,00 0,00 0,02 10 0,14 0,59 0,01 0,14 0,01
14 0,64 0,00 0,03 0,77 14 0,34 0,25 1,00 0,18
15 0,00 0,09 0,45 15 0,04 0,34 0,02
20 0,12 0,00 20 0,25 0,86
25 0,02 25 0,18
29 29
(b)
DIFERENCA DAS MEDIAS
p-valor para Indice ovariano p-valor para Carga de ovos
5 7 10 14 15 20 25 29 1 5 7 10 14 15 20 25 29

1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1 Idéntico Idéntico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5 Idéntico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,03 0,13 0,08 0,05 0,38 10 0,00 0,05 0,46 0,45 0,45
14 0,00 0,00 0,00 0,00 14 0,10 0,00 0,00 0,00
15 0,84 0,47 0,39 15 0,11 0,16 0,00
20 0,47 0,23 20 0,93 0,00
25 0,11 25 0,01
29 29
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Tabela 11: p-valores obtidos a partir do teste t de igualdade de médias populacionais para a hip6tese alternativa (H:). Os valores menores que 0,05 ndo

rejeitam H; e sdo estatisticamente iguais, enquanto os maiores que 0,05 rejeitam Hs e sdo estatisticamente diferentes.

MEDIAS MAIORES E MENORES

p-valor para indice ovariano

p-valor para Carga de ovos

1 5 7 10 14 15 20 25 29 1 5 7 10 14 15 20 25 29

1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1 Iguais  lguais 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 Iguais Iguais 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5 Iguais Iguais 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 1,00 0,88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7 Iguais  lguais 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 1,00 1,00 1,00 0,01 Iguais Iguais Iguais Iguais 10 1,00 1,00 1,00 0,00 Iguais Iguais Iguais Iguais
14 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 1,00 1,00 1,00 14 1,00 1,00 1,00 1,00 Iguais 1,00 1,00 1,00
15 1,00 1,00 1,00 Iguais 0,00 Iguais Iguais Iguais 15 1,00 1,00 1,00 Iguais Iguais Iguais Iguais 1,00
20 1,00 1,00 1,00 Iguais 0,00 Iguais Iguais Iguais 20 1,00 1,00 1,00 Iguais 0,00 Iguais Iguais 1,00
25 1,00 1,00 1,00 Iguais 0,00 Iguais Iguais Iguais 25 1,00 1,00 1,00 Iguais 0,00 Iguais Iguais 1,00
29 1,00 1,00 1,00 Iguais 0,00 Iguais Iguais Iguais 29 1,00 1,00 1,00 Iguais 0,00 0,00 0,00 0,00
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