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Resumo

As espécies que formam grupo Anastrepha fraterculus estdo entre as principais
pragas agricolas da América do Sul e compdem um grupo de espécies intimamente
relacionadas de dificil identificagdao. Devido a grande variabilidade e sobreposi¢cdo encontrada
nos marcadores utilizados em sua identificacdo, ainda ¢ dificil o estabelecimento da monofilia
reciproca das espécies deste grupo. Muitas evidéncias sugerem que genes relacionados as
caracteristicas sexuais seriam bons candidatos para discriminar espécies com baixa
divergéncia, gracas a possibilidade de estarem envolvidos no proprio processo de separagao
das mesmas e apresentarem uma elevada taxa de diferenciagd@o. A maior parte destes estudos
tém se concentrado em genes relacionados a interagdo entre machos e fémeas, porém poucos
em genes da diferenciagdo sexual. Dessa forma, estudamos neste trabalho dois genes,
doublesex (dsx) e fruitless (fru), envolvidos com a determinagdo sexual com o intuito inicial
de avaliar seu possivel papel na diferenciacio do complexo de espécies Anastrepha
fraterculus. Analisamos também os padrdes de evolugdo molecular destes genes, examinando
desde dados interespecificos de alta divergéncia e dados intraespecificos de baixa divergéncia.
Neste processo avaliamos a capacidade de diferentes metodologias em detectar sinais de
padrdes seletivos especificos nas regides estudadas, bem como testamos uma nova abordagem
para estudo de evolucdo molecular em dados populacionais. Nesta nova abordagem
conciliamos em uma mesma andlise dados de frequéncia de mutagdes sinonimas e nao-
sindnimas, da sua posi¢ao na rede haplotipica, bem como da capacidade das mutagdes nao-
sindonimas em mudar as propriedades fisico-quimicas de aminoécidos. Diferentemente do
encontrado em estudos anteriores, tanto dsx quanto fru mostraram sinais inequivocos de
selecdo positiva atuando em sua diferenciacdo, embora revelando processos diferentes. Além
disso, detectamos um evento de selective sweep na regido conectora de fru em A. obliqua,
possivelmente envolvido na separagdo da rede haplotipica em dois grupos, com A. obliqua
isolada das outras duas espécies. Apesar dos dois genes participarem da mesma cascata de
diferencia¢do sexual, fiu estabeleceu de forma mais clara a separagdo, porém ainda ndo

completa, de 4. obliqua das outras espécies aqui estudadas.
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Abstract

Species of the Anastrepha fraterculus group are one of the most important
agricultural pest from South America and form a group of closely related species whose
identification is very difficult. It is problematic to establish reciprocal monophyly of species
from this group, because of the great variability and superimposition of morphological traits
used in their identification. Many evidences suggest that sex-related genes would be good
candidates to discriminate species with low divergence, because they could be involved in the
speciation of such species and show high level of differentiation rate. Most of such studies are
on genes related to male-female interaction, however few are focused on sex-differentiation
genes. We originally aimed to study the role of two sex-determination genes, doublesex (dsx)
and fruitless (fru), in the differentiation of the species of Anastrepha fraterculus complex. We
also studied the molecular evolutionary pattern of these genes, from high divergence
interspecific to low divergence intraspecific data. In the process we assessed the hability of
different methodologies in detecting signals of particular selective patterns in the studied
regions, and tested a new approach to investigate patterns of positive selection using
population data. In this new approach we combined in the same analysis synonymous and
nonsynonymous mutations frequencies, their position in the haplotype network, and
nonsynonymous mutations capacity to change amino acid physicochemical properties.
Differently of what was proposed in previous works, both dsx and fru showed distinct signal
of positive selection promoting their differentiation. Furthermore, we detected a selective
sweep in the fru connecting region of 4. obliqua, possibly involved in the split of haplotype
network in two groups, with 4. obliqua isolated from the other two species. Although both
genes are involved in the sex-differentiation cascade, fru established in clearer way the

separation, although not yet completely, of A. obligua from the other two species here studied.
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Introducio

1. Revisao geral das espécies

O género Anastrepha pertence a familia Tephritidae e a tribo Toxotrypanini da
subfamilia Trypetinae (Malavasi & Zucchi 2000). Este género ¢ endémico a regido Neotropical com
distribuicdo que vai desde parte da América do Norte até a América do Sul, a exce¢do do Chile e Sul
da Argentina, e contém mais de 180 espécies (Steck 1991), das quais 94 ocorrem no Brasil (Zucchi
2000). Muitas espécies deste género sao relativamente jovens e sugere-se que sua especiagdo foi rapida
e recente (Morgante et al. 1980). Um conjunto de aproximadamente 29 espécies proximamente
relacionadas forma o grupo de espécies firaterculus (Norrbom et al. 2000), o qual contém um
complexo de espécies cripticas atualmente designado complexo A. fraterculus proper (Smith-Caldas
et al. 2001).

O ciclo de vida bésico ¢ muito similar entre todas as espécies de Anastrepha. Na
maioria das espécies, a fémea deposita seus ovos na regido do epicarpo ou mesocarpo da fruta. As
larvas passam por trés instar no interior da fruta, consumindo-a, depois saem do fruto para o solo onde
se enterram para empupar (Aluja 1994; Malavasi & Zucchi 2000). Apdés um periodo de
aproximadamente 14 dias os adultos eclodem das pupas e amadurecem sexualmente depois de
aproximadamente 5 a 7 dias e apds a corte a copula e a oviposi¢do o ciclo reinicia-se (Malavasi &
Zucchi 2000). As espécies desse grupo devem ser consideradas oligotroficas, pois embora exista certa
especificidade a plantas hospedeiras, em geral as espécies ndo sao restritas a apenas um hospedeiro. 4.
fraterculus infesta cerca de 67 espécies de plantas, 24 sendo Myrtaceae, A. sororcula infesta cerca de
19 espécies, sendo 15 delas Myrtaceae, enquanto 4. obliqua infesta 27 espécies, sendo 16 Myrtaceae e
8 Anacardiaceae (Zucchi 2000).

As espécies de Anastrepha sao identificadas pelo uso de uma gama de marcadores
morfoldgicos, incluindo o padrdo de cor do corpo, principalmente de manchas presentes no
subescutelo e/ou mediotergito, coloragdo e padrdo de manchas na asa e na forma, denticdo e tamanho
das extremidades do aculeo, o qual ¢ uma estrutura de oviposi¢ao presente apenas em fémeas (Figura
1) (Malavasi & Zucchi 2000; Aluja & Norrbom 2000). Estas marcas variam entre algumas espécies e
sdo utilizadas em conjunto com outros marcadores morfoldgicos para sua identificagdo, embora sejam
utilizadas principalmente as variagdes no apice do actleo na identificacdo a nivel de espécie (Norrbom

et al. 2000). Por causa disso, a taxonomia de Anastrepha é baseada quase que exclusivamente em
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fémeas adultas (Aluja 1994). Das espécies deste grupo, A. fraterculus apresenta maior variacao
intraespecifica, sendo considerada um complexo de espécie cripticas (Steck 1991; Amaral 1994;
Selivon 2000). Embora nao exista um marcador tnico que permita diferenciar as espécies do grupo
fraterculus, o conjunto das caracteristicas acima mencionadas permite, na maioria dos casos, a sua
correta identificagdo. Apesar disso, a alta plasticidade fenotipica destes marcadores, a qual leva a
sobreposi¢ao de diversas medidas quantitativas, dificulta seu uso na separacdo de espécies muito
proximas, principalmente as do grupo fraterculus (Malavasi & Zucchi 2000; Araujo & Zucchi 2006).
A andlise conjunta dos dados de diferentes marcadores genéticos (Smith-Caldas et al.
2001; Ruiz et al. 2007a; Ruiz et al. 2007b) indicam um padrdo complexo para as espécies do grupo
fraterculus e confirmam a inabilidade das analises através do mtDNA e genes nucleares em distinguir
diferentes espécies do complexo fraterculus ¢ a necessidade de um estudo mais detalhado acerca do

status das espécies.

2. Cascata de diferenciaciio sexual em insetos

Nos insetos a cascata de diferenciacao ¢ melhor compreendida no género Drosophila; o
sinal inicial da cascata ¢ fornecido pela razdo entre os cromossomos sexuais X e 0s autossomicos. Nas
fémeas, por serem XX, esta razdo ¢ de 2:2, enquanto que nos machos a razao ¢ de 1:2; a dose dupla de
fatores de transcricdo no cromossomo X ativa um promotor de six (Schiitt & Nothiger 2000). O six
possui dois éxons iniciais que s3o eliminados durante o processamento de seu mRNA. Um destes
¢xons possui um coédon de parada que precisa ser eliminado para que ocorra a producdo de uma
proteina funcional. Uma vez iniciada a producdo da proteina ativa, estabelece-se um ciclo de auto-
regulagdo, no qual a propria proteina SLX coordena o processamento do mRNA de s/x eliminando o
¢xon com o codon de parada. Em machos o processamento alternativo com eliminagdo do éxon com
codon de parada nunca ocorre, assim, eles nao produzem a proteina funcional e consequentemente nao
estabelecem o ciclo de auto-regulagdo (Pomiankowski & Wilkins A. 2004).

Além do mecanismo de auto-regulagdo, a proteina SLX também coordena o
processamento alternativo dos transcritos do gene transformer (tra), cujo produto atua logo abaixo na
cascata de diferenciacdo sexual. Da mesma forma que em sx/, tra produz transcritos que contém
cddons de parada logo no inicio de sua sequéncia. Em fémeas, a SXL elimina o segmento que contém
o codon de parada do transcrito de #ra levando a produgdo de sua forma ativa TRA. Esta forma ativa
feminina juntamente com uma forma constitutiva TRA2 atua no processamento alternativo dos

mRNAs de dois genes do final da cascata de diferenciacdo sexual: doublesex (dsx) e fruitless (fru)
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(Coschigano & Wensink 1993; Pomiankowski & Wilkins A. 2004). Em fémeas, o heterodimero
TRA/TRA2 promovera o processamento alternativo para a forma feminina ativa de DSX", que por sua
vez estimulard ou reprimira a expressao de genes responsaveis pelo desenvolvimento de caracteristicas
sexuais na dire¢do do desenvolvimento de tragcos femininino. Em machos, na auséncia do complexo
TRA/TRAZ2 o transcrito de dsx sera processado de acordo com o default da cascata de diferenciacao
levando a formacgdo do produto masculino ativo DSX™,0 qual promoverd o desenvolvimento de
caracteristicas masculinas (Cline & Meyer 1996; Pomiankowski & Wilkins A. 2004). Da mesma
forma, o heterodimero TRA/TRA2 presente em fémeas processard os transcritos de fru. Entretanto,
neste caso, o processamento para a forma feminina leva a tradu¢do de uma proteina inativa, visto que
em seu €xon inicial especifico de fémea hd um coédon de parada. Novamente a auséncia de TRA/TRA2
leva a producdo da forma ativa de fru, FRU™, pelo processamento alternativo que elimina o éxon
especifico feminino que contém o cédon de parada. Uma vez formado, FRU™ controlard o
desenvolvimento do comportamento de corte masculino (Demir & Dickson 2005). Wilkins (1995)
propos que as vias de determinagdo sexual evoluiriam numa ordem reversa, iniciando a partir de seus
elementos basais e incorporando novos elementos nas categorias superiores. Corroborando esta
hipotese, a cascata de diferenciagcdo parece ser conservada apenas em seus elementos finais, tra, dsx e
fru, uma vez que sx/ funciona como iniciador apenas em Drosophila e em mais nenhuma linhagem de

insetos (Hediger et al. 2004; Burghardt 2005; Cho et al. 2007).

2.1. doublesex: funcgio e organizacio gendomica

O produto do gene dsx ¢ um fator de transcri¢do responsavel pela ativagdo ou repressao
de genes resposaveis pelo desenvolvimento de caracteristicas masculinas e femininas. Suas formas
masculinas e femininas atuam de forma antagénica. Se em machos DSX™ estimula a expressdo de um
determinado gene, em fémeas o mesmo gene é reprimido por DSX' (Coschigano & Wensink 1993;
Cho & Wensink 1997; Chen et al. 2008) Como exemplo temos a regulagdo do gene yolk, que ¢é
responsavel pela formag¢do do vitelo. Em fémeas a expressdo deste gene ¢ estimulada pela forma
feminina de DSX, ao passo que em machos sua expressao ¢ reprimida (Chen et al. 2008).

A organizacao genomica de dsx ¢ variavel na linhagem dos insetos (Suzuki et al. 2001;
Ruiz et al. 2005; Lagos et al. 2005), porém uma organizacdo geral pode ser delimitada. Ele ¢ composto
por quatro elementos principais: (1) um dominio de ligacdo ao DNA (DM), o qual foi descrito como
uma nova classe de motivos dedo de zinco (Erdman & Burtis 1993; Zhu et al. 2000), (2) um dominio

de oligomerizagao (OD2), (3) um segmento especifico de fémea e (4) um segmento especifico de
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macho (Suzuki ef al. 2001; Ruiz et al. 2005; Lagos et al. 2005). Em Anastrepha, o gene estd dividido
em 4 éxons que se organizam na seguinte ordem partindo da extremidade 5’ para a 3’: O primeiro éxon
¢ comum a ambos os sexos ¢ em sua extremidade 5’ encontra-se 0 DM; o segundo éxon também ¢
comum aos sexos e codifica o OD2; parte desse dominio esta presente no éxon seguinte, o qual ¢
especifico a fémeas e por ultimo o quarto éxon codifica a regido especifica de macho (Ruiz et al.
2005). Os dominios DM e OD2 sao bastante conservados na linhagem dos insetos, porém a regido que

os conecta ¢ bastante variavel (Kuhn et al. 2000; Ruiz et al. 2005).

2.2. fruitless: funcao e organizacio genomica

Da mesma forma que em dsx, o mRNA de fru é processado alternativamente
produzindo proteinas especificas para cada sexo, sendo que apenas a masculina ¢ ativa (Demir &
Dickson 2005). Este ¢ um gene funcionalmente complexo, sendo responsavel principalmente pela
formacao de grupos neuronais que estabelecerdo o comportamento de corte masculino. Além disso,
seu produto coordena a conectividade de neurdnios a estruturas importantes a fertilidade, pela
inervagao de 6rgao reprodutivos (Lee et al. 2001), ao reconhecimento do sexo do outro individuo,
através da inervagdo de receptores de feromodnios (Datta et al. 2008) e a realizacdo da copula, pela
formagdo da jun¢do neuromuscular responsavel pelo desenvolvimento do Musculo de Lawrence
presente apenas em machos (Ito et al. 1996; Billeter et al. 2006).

Entre os genes da cascata de diferenciacdo sexual, o fru € o que apresenta uma
organiza¢do gendmica ¢ um padrao de processamento de mRNA mais complexos. Como no caso do
dsx, pode-se estabelecer um padrdo geral de organizagdo. O fru pode ser dividido em quatro regides
principais: (1) um dominio especifico ao sexo, (2) um dominio de dimeriza¢do (BTB), (3) uma regiao
conectora ligando o BTB ao préximo dominio e (4) um dominio de ligacdo a DNA (Zinc-finger)
(Demir & Dickson 2005). O primeiro dominio € composto por éxons especificos a cada um dos sexos.
Apbs o processamento do transcrito, somente a forma masculina é ativa, visto que o mRNA para FRU"
mantém o éxon feminino que contém um coédon de parada, o qual interrompe a tradugdo completa da
proteina. O BTB ¢ formado por dois éxons que se unem no processamento do mRNA, da mesma
forma, a regido conectora ¢ formada pela unido de trés ou quatro éxons, dependendo do grupo
taxonomico. O dominio de ligagdo ao DNA na extremidade 3’ ¢ composto por trés ou quatro éxons
(Demir & Dickson 2005; Gailey et al. 2006). Estes éxons sdo processados de forma independente e
cada um produz uma isoforma especifica de fru (Billeter ef al. 2006). A presenga de quatro promotores

diferentes, um na extremidade 3’ anterior aos éxons especificos a cada sexo e outros trés a jusante
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destes éxons, permite um padrao complexo de processamento do mRNA, o qual promove a expressao
tanto de formas especificas de cada sexo pelo primeiro promotor, quanto daquelas formas
independentes do sexo pelos outros trés promotores restantes. Assim, apesar das formas sexuais de
fémea serem inativas, suas formas ndo relacionadas ao sexo ndo o sdo, e desempenham um papel
importante no desenvolvimento do sistema nervoso central destas moscas (Song et al. 2002; Demir &

Dickson 2005).

A)
subescutelo
A 7
mediotergito
B)

Faixa C Faixa S

Faixa V

)

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas do torax (A), asa (B) e extremidade do actileo (ovipositor) (C)
utilizadas na identificacdo de espécies de Anastrepha. B e C modificado de (Aluja & Norrbom 2000).
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3. Busca de marcadores para o estudo da diferencia¢do do complexo fraterculus

A énfase deste estudo sera no complexo de espécies fraterculus, mais precisamente nas
espécies A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula que sdo das principais pragas de frutos no pais
(Solferini e Morgante, 1987) e espécies mais comumente encontradas neste complexo. Considerando-
se a dificuldade em se encontrar marcadores que nos permitam identificar tais espécies, buscamos um
entendimento maior das forcas evolutivas envolvidas na diferenciagdo deste complexo. Para tanto,
neste trabalho estudamos genes envolvidos com a determinagdo sexual de forma a avaliar inicialmente
seu eventual papel na diferenciagdo deste complexo, bem como investigar mais detalhadamente a
dindmica das forcas evolutivas envolvidas com os padrdes de evolucdo molecular destes genes. Com
este intuito, avaliamos também a capacidade das metodologias atuais de estudo de sele¢dao positiva,
como os softwares PAML (Yang 2007) e o TreeSAAP (Woolley et al. 2003) de detectar tais padrdes
em dados populacionais que apresentam uma baixa divergéncia e que sofrem com a estocasticidade
evolutiva que limita a interpretagdo de metodologias baseadas no estudo das razdes das taxas dN/dS

(Kryazhimskiy & Plotkin 2008).
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Capitulo 11

Evolucao molecular do gene doublesex no grupo Anastrepha

fraterculus (Diptera, Tephritidae)

Iderval S. Sobrinho-Jr. e Reinaldo A. de Brito
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Introducio

Diversos genes relacionados a reprodu¢do em animais e plantas estdo entre os mais
divergentes, evoluindo mais rapidamente do que outros ndo relacionados a caracteristicas sexuais
(Clark et al. 2006), possivelmente em virtude da selecdo e/ou conflito sexual (Jagadeeshan & Singh
2005; Clark ef al. 2007). Em mamiferos, por exemplo, diversas proteinas relacionadas a fertilizagao
foram identificadas como proteinas que evoluem rapidamente (Swanson et al. 2003). Da mesma
forma, genes de auto-incompatibilidade em plantas (Castric & Vekemans 2007), proteinas de
reconhecimento de gametas em gastropodos marinhos (Galindo et al. 2003) e proteinas reprodutivas
masculinas e femininas de Drosophila (Swanson et al. 2001; Panhuis & Swanson 2006) tém mostrado
o mesmo padrdo de diversificacdo rapida. A maioria dos estudos moleculares tém se concentrado
recentemente naqueles genes envolvidos em fertilizagdo ou interacdo entre macho e fémea e apenas
poucos nos genes responsaveis pela diferenciacdo sexual. O gene transformer (tra), um dos genes
principais da cascata de diferenciacdo sexual em Diptera (McAllister & McVean 2000; Kulathinal et
al. 2003), e o gene complementary sex determiner (csd) da cascata de diferenciagdo da abelha (Cho et
al. 2006) sao alguns dos exemplos de genes de determinagdo sexual cuja evolugdo molecular foi
estudada.

Um outro gene que desempenha um papel central na cascata de determinagdo sexual € o
doublesex (dsx). dsx ¢ um fator de transcri¢do que age ativando ou reprimindo genes na cascata que
sdo responsaveis por caracteres masculinos ou femininos em insetos (Zhu et al. 2000). Este gene ¢
funcionalmente conservado entre insetos e outros animais menos relacionados e, diferentemente de
outros genes da cascata de determinagao sexual (Saccone ef al. 1998; Lagos et al. 2005); (Schiitt &
Nothiger 2000), ocupa uma posi¢do conservada no fim da cascata (Hediger et al. 2004; Cho et al.
2007). Apesar de sua conservacdo funcional, dsx varia tanto em sua organiza¢do gendmica quanto em
seu padrao de splicing entre insetos (Suzuki ef al. 2001; Scali et al. 2005; Lagos et al. 2005). Em
Anastrepha, dsx ¢ composto de quatro éxons: os dois primeiros sdo comuns a ambos 0s sexos € contém
o dominio de ligacdo ao DNA préximo a regido 5’ e o dominio de oligomerizag¢do na regido 3’ do éxon
2. O terceiro éxon € expresso exclusivamente em fémeas e o quarto ¢ especifico de machos (Ruiz et al.
2005). O dominio de ligacdo ao DNA foi descrito como uma nova classe de motivos DM dedos de
zinco (zinc-fingers), os quais sao estruturalmente conservados entre metazoarios (Zhu et al. 2000).

Diferentes estratégias tém sido usadas para se investigar a evolu¢do adaptativa
molecular. Os métodos mais gerais sdo baseados nas expectativas neutras do espectro de freqii€ncias

de haplotipos e fornecem uma idéia geral das forcgas seletivas agindo sobre a regido de DNA usando
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parametros populacionais (Tajima 1989a; McDonald & Kreitman 1991; Fu & Li 1993). Contudo, tais
métodos sdo sensiveis a mudancas demograficas e sua interpretacdo ¢ raramente inequivoca (Tajima
1989a; Yang 2002). Por isto, métodos ndo-enviesados, que consideram a razao entre mudangas nao-
sindnimas e sinonimas (®) para se inferir padroes de selecdao, t€ém sido comumente usados para se
investigarem mudangas positivamente selecionadas (Galindo et al. 2003; Clark & Swanson 2005;
Berlin & Smith 2005; Castric & Vekemans 2007). Apesar de sua especificidade para se detectar
mudancas adaptativas, estratégias de @ apenas levam em considerag@o a substitui¢do nucleotidica em
um cddon, e ndo consideram o efeito de substitui¢des de aminoacidos nas propriedades fisico-quimicas
das proteinas. Porque a evolugdo adaptativa esta diretamente relacionada a modificagdes na estrutura
ou funcdo das proteinas, mesmo se o sitio apresentar ® > 1, mudangas no cédon poderiam ainda
provocar alteragdes estruturalmente conservadas se tais mudangas nao interferirem com a estrutura ou
funcdo protéica. Isso poderia ser o caso se mudangas de aminoacido fossem quimicamente similares.
Por outro lado, a evolugdao adaptativa poderia ser observada mesmo em codons com ® < 1 se tais
mudangas promoverem alteracdes para a aminoacidos com propriedades fisico-quimicas radicalmente
diferentes (McClellan et al. 2005).

Se considerarmos apenas a razdo da taxa ®, podemos perder sinais importantes de
evolucdo adaptativa, particularmente em genes que tém extensas parcelas das seqiiéncias conservadas
e sinais muito recentes de selecdo positiva (Nickel e al. 2008). Em virtude da conservagao estrutural e
funcional do motivo DM e do papel central que dsx desempenha na diferenciacao sexual, tal gene deve
ter uma influéncia direta no valor adaptativo e deveria ser em geral razoavelmente conservado. Por
outro lado, dsx também estad envolvido com o comportamento sexual (Rideout ez al. 2007) e pode estar
sujeito a selecdo positiva. Estudos anteriores feitos com este gene em Anastrepha indicaram que este
gene estaria evoluindo apenas de acordo com a selecdo purificadora (Ruiz et al. 2007b). Contudo, tal
estudo investigou apenas um casal de espécimes por espécie e ndo realizou uma andlise extensa dos
padrdes de selecdo. Neste trabalho, investigamos dados populacionais para diversos espécimes do
grupo fraterculus,com o intuito de investigar padrdes de adaptacdo molecular na regido comum do dsx
e testar a hipdtese deste gene ser evolutivamente conservado e evoluir na regido sob selecdo
purificadora, usando de diversas estratégias, tanto baseadas na utilizagdo de dados de alta divergéncia

quanto de dados de baixa divergéncia (dados populacionais).
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Material e Métodos

Frutos de diversas espécies de planta infestadas por Anastrepha foram coletadas de 32
localidades no Brasil (Tabela 1) e dispostas em vermiculita por 14 dias quando pupas eram separadas.
ApoOs a emergéncia em maturagdo, as moscas eram identificadas e, se pertencentes ao grupo A4.
fraterculus, na maioria das vezes A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula, eram separadas e

imediatamente processadas ou preservadas em etanol 95% até a extragdo do DNA.

1. Extracido do DNA e seqiienciamento

A extracdo do DNA foi feita usando-se um protocolo modificado de Chomczynski &
Sacchi (1987) para se garantir a manutencdo do exo-esqueleto intacto para andlises morfologicas
futuras. Amplificamos uma regido proxima ao inicio do gene doublesex no éxon comum a ambos 0s
sexos usando primers degenerados criados de seqiiéncias homodlogas de espécies proximamente
relacionadas (5- ATGGTTTCNGAGGATAATTG -3 and 5'-
GCGNCCNACNACYGANATNGGCAA -3"). Esta regido foi amplificada por PCR a partir do DNA
genomico em um termociclador PTC-200 (BioRad) usando uma mistura de 7aq ¢ Pfu polimerase para
se reduzirem erros de incorporagao (Cline et al. 1996). Os produtos de PCR foram purificados por
precipitacdo com PEG 8000 (Lis & Schleif 1975) e clonados usando o kit InsTAclone (Fermentas). Ao
menos duas coldnias recombinantes foram seqiienciadas usando-se primers M13F (forward) e M13R
(reverse) com o kit DYEnamic'™ ET dye terminator (GE Healthcare) e corridos em um MegaBace
1000 (GE Healthcare). A qualidade do seqiienciamento foi inspecionada visualmente no software
Chromas ver. 2.31 (http://www.technelysium.com.au). Quando seqiiéncias iguais ou muito similares
(diferindo em uma ou duas bases) foram obtidas, seqiiéncias adicionais foram realizadas em colonias
recombinantes diferentes (até o total de 5) para se confirmar a eventual homozigosidade dos

individuos.

2. Analise da evolucao molecular de doublesex

A andlise de selecdo na regido amplificada do gene dsx foi feita considerando uma
estratégia hierarquica. Inicialmente avaliamos este padrido de evolugdo em um contexto

macroevolutivo, constrastando apenas trés seqiiéncias de Anastrepha (uma de cada das espécies aqui

21



estudadas) com outras seqiiéncias de Muscomorpha disponiveis no GenBank. Em uma segunda
instancia, as andlises foram feitas considerando apenas o conjunto total de seqiiéncias obtidas para
Anastrepha. Como os testes de detec¢ao de selecao positiva, como o PAML, sdo contingentes de um
ramo evolutivo longo para que tenhamos um niimero razodvel de mutagdes de forma a prover graus de
liberdade suficientes para lidar adequadamente com a estocasticidade evolutiva (Kryazhimskiy &
Plotkin 2008), a analise macroevolutiva buscou inicialmente estabelecer se de fato podemos detectar
selecdo positiva para esta regido quando consideramos longos ramos evolutivos. Em um segundo
instante, fizemos uso destas mesmas metodologias considerando dessa vez nossos dados
populacionais, de forma a verificar a adequagdo e capacidade dos métodos previamente mencionados
em analisar tais dados.

Utilizamos para a analise macroevolutiva as seguintes espécies para as quais o gene dsx
estava disponivel no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ou FlyBase (http:/flybase.org):
Bactrocera tryoni, B. dorsalis, B. oleae, Drosophila peseudoobscura, D. melanogaster, D. silvestris,
D. heteroneura, Ceratitis capitata, D. ananassae, D. mojavensis, D. persimilis (nimero de acesso no
GenBank AF040077.1, AY669317.1, AJ715415.1, XM _002137347.1, AE014297.2, AF051672.1,
AF051668.1, AF124047.1, GF16562, GI110222, G123549, respectivamente) e D. yakuba, D. virilis, D.
grimshawi, D. simulans, D. sechellia, e D. erecta (FBtr0271707, FBtr0226750, FBtr0154631,
FBtr0220077, FBtr0201684, respectivamente, no FlyBase). Todas as seqiiéncias foram alinhadas
usando o software Clustal a partir do alinhamento de aminoacidos no software BioEdit Sequence
Alignment Editor (Hall 1999) e visualmente inspecionadas. Utilizamos para a analise populacional,
além das seqiliéncias aqui obtidas, também seqiiéncias de outros espécimes de machos e fémeas de
Anastrepha disponiveis no GenBank: A. serpentina, A. bistrigata, A. grandis, A. striata, A. fraterculus
spl, fraterculus sp2, fraterculus sp3, fraterculus sp4, A. obliqua e A. sororcula (mimeros de acesso no
GenBank: DQ494329, DQ494338, DQ494332, DQ494341, DQ494328, DQ494337, DQ494331,
DQ494340, DQ494344, DQ494334, DQ494325, DQ494335, DQ494326, DQ494336, DQ494327,
DQ494343, AY948420, AY948421, DQ494330 and DQ494339, respectivamente). Estas seqii€ncias
foram alinhadas usando o software Clustal no software BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall
1999) e visualmente inspecionadas.

Como a recombinagdo interfere tanto com as inferéncias filogenéticas quanto com a
capacidade de deteccao de selecdo, realizamos trés métodos diferentes para se detectar eventos de
recombina¢do em nossos dados populacionais: o teste Maximum Chisquare de Maynard Smith (1992),
realizado no programa MaxChi, e os testes GENECONV (Sawyer 1989) e RDP, implementados no
programa RDP ver. 3b14 (Martin & Rybicki 2000). Um limite de p < 0,05 foi estabelecido para todos

os trés testes e, quando aplicavel, foi realizada uma aleatoriza¢ao de 1000 réplicas.
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As razdes das taxas de substituigdo sinonimas/ndo-sinonimas (dN/dS, também
denominado ®) foram medidas no PAML para se inferir as pressdes seletivas na proteina. Uma razio
de taxas ® > 1 em um sitio especifico indicaria sele¢ao positiva, porque as substituigdes nao-sindnimas
teriam taxas de fixagcdo mais altas do que mutacdes sindnimas devido a vantagens seletivas. Por outro
lado, um ® < 1 indicaria sele¢do purificadora, causada por restricdes funcionais no cdédon. Os dados
macroevolutivos foram analisados através do Relaxed Brach-site test e Strict Branch-site test (Yang &
Nielsen 2002; Zhang et al. 2005). Para tanto, o ramo das Anastrepha foi denominado de ramo
foreground, no qual seria testada a ocorréncia de selecdo positiva, € o restante dos ramos foram
denominados de background. No primeiro teste contrasta-se o modelo Mla (modelo nulo) com o
modelo MA (modelo alternativo) através de um teste de razdo de verossimilhancas (LRT - /ikelihood
ratio test). Neste contraste, o modelo nulo admite a mesma taxa evolutiva com todos os sitios variando
seus valores de o entre 0 ¢ 1. Por outro lado, no segundo teste 0 modelo MA ¢ restrito de forma que a
categoria que assume ® > 0 seja fixada a 1, e é contrastado contra o modelo MA.

Para os dados populacionais o nucleo central da andlise ¢ o célculo dos valores de ®
usando a maxima verossimilhanca sob modelos diferentes de substituigdes de codon, denominadas
Mla, M2a, M7, M8 (Yang et al. 2005) e M8a (Swanson et al. 2003; Wong et al. 2004), as quais
definem premissas diferentes para as restricdes evolutivas dos cédons. A selecdo positiva ¢ estimada
por LRT entre modelos que permitem ® >1 (M2a e M8) e outros que ndo o fazem (Mla, M7 e M&a).
Realizamos LRTs contrastando os seguintes pares de modelos: M1a-M2a, M7-M8 e M8-M8a. A
assinatura de sele¢do positiva em cddons individuais foi estimada por andlises Bayesianas em que
permitiu-se que a razao o variasse entre sitios. O método de Bayes Empirical Bayes (Yang et al. 2005)
for utilizado para se estimar quais sitios estavam sob a influéncia de selecdo positiva. Porque alguns
modelos podem apresentar problemas de falta de convergéncia nas estimativas de verossimilhanca,

realizamos as analises duas vezes com valores iniciais diferentes de m.

3. Analises populacionais de selecio

Além das analise realizadas com os dados macroevolutivos coletados, realizamos
algumas estratégias com dados populacionais buscando detectar sinais de sele¢@o positiva e contrastar

tais resultados com a metodologia previamente mencionada.
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3.1 Comparacao de taxas evolutivas entre dsx e COI

Com o intuito de se determinar a diferenca nas taxas de evolugdo sindnimas e nao-
sindonimas para dsx ¢ da por¢ao do inicio do gene mitocondrial citocromo oxidase I (estudada para o
mesmo grupo de espécies em diversos dos mesmos individuos (Smith-Caldas et al. 2001); de Brito,
R.A. e Matioli, S.R., dados ndo-publicados), contrastamos suas taxas usando dois métodos
independentes.

O primeiro método baseia-se na metodologia de Yang & Swanson (2002) na qual os
dados s3o unidos e definidos como parti¢des diferentes. Uma série de modelos € ajustada aos dados,
sendo o teste de hipdtese baseado no contraste entre cada modelo. O modelo mais simples, A, assume
que ambas particdes formam um Unico conjunto de dados e estima para elas os mesmos valores de ® ,
taxas de transicao/transversdo (), frequéncia de sitios (7) e comprimentos de ramos (r), o qual indica
a taxa de substituicdo da parti¢do. O ultimo e mais complexo modelo (E) assume que os dois conjuntos
de dados formam parti¢des completamente independentes, cada uma com sua estimativa de parametros
particular. Entre estes dois modelos, temos aqueles intermediarios, como por exemplo, o modelo B, o
qual assume que as partigdes possuem comprimentos de ramos diferentes e proporcionais, mas
compartilham os mesmo valores de m, x e 7. Um outro modelo intermediario usado nos contrastes foi
o modelo C, que estima as mesmas taxas ® e x para as duas particdes e determina independentes
valores de r e x para as mesmas. Dessa forma, o contraste entre o modelo A (nulo) contra o modelo E
(alternativo) testa a hipotese de homogeneidade de todas as taxas entre as parti¢des, no caso COI e dsx.
O contraste entre A versus B testa a hipoteste de homogeneidade nas taxas de substituicdo e por
ultimo, C versus E testa a hipdtese de homogeneidade apenas nos parametros ® e x entre as partigoes.
Estes modelos sdo aninhados e o grau de liberdade ¢ obtido pela diferenca entre o numero de
parametros de cada um. No caso dos contrastes descritos acima, o valores para A x E, Ax Be Cx E,
sdo respectivamente, 12, 1 ¢ 2.

Visto que a metodologia de Yang & Swanson (2002) ndo permite a separacdo das
estimativas de o dos K, as razdes o para esses dois genes foram estatisticamente comparadas de acordo
com o método de Lu & Rausher (2003). A significincia dessas diferencas ¢ obtida pelo
estabelecimento de um intervalo de confianga para os valores de ® estimados pelo modelo MO a partir
do CODEML implementado no PAML ver. 4 (Yang 2007). O intervalo de confianga calculado por um
teste LRT do log-likelihood calculado para um modelo ndo-restrito MO, em que o ® pode variar
livremente, e o log-likelihood para um modelo restrito M0, que assume um valor de ® arbitrario. Os

valores arbitrarios variam dos valores ndo-restritos de @ de um gene até os valores nao-restritos do
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outro gene. Os célculos continuam até¢ que o LRT indique uma diferenca significante entre os modelos
testados (restritos e ndo-restritos). Os modelos MO restritos € ndo-restritos sdo aninhados e t€ém 1 grau
de liberdade para o LRT. Os valores de o sdo considerados estatisticamente diferentes quando os dois

intervalos de confianga nos genes diferentes ndo se sobrepdoem.

3.2 Diversidade genética da regido de dsx comum aos sexos

Indices de diversidade geral, tais como a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (1)
(Nei 1987), o ntimero de sitios polimorficos, as diversidades nucleotidicas sindnima (ms) e ndo-
sinonima (ma) foram calculadas em nossos dados populacionais usando o programa DnaSP ver. 4.10.9
(Rozas et al. 2003). Redes de haplotipos foram inferidas no programa TCS 2.1 (Clement et al. 2000) e
foram manualmente convertidas a formatos de arvore Newick para algumas das analises de
neutralidade. Os testes de neutralidade D de Tajima (Tajima 1989b) e D e F de Fu e Li (Fu & Li 1993)
foram realizados no DnaSP usando seqiiéncias de Bactrocera dorsalis como grupo externo, por ser a
espécie mais proxima de Anastrepha cujo dsx se apresentava completo. Para a andlise de dados
populacionais, buscamos testar se mutagdes que levam a alteragdes de aminodcidos tém maior ou
menor probabilidade de deixar descendentes na populagdo. Se esta regido estd evoluindo neutramente,
ndo esperamos encontrar diferengas entre tais probabilidades quando comparamos mutagdes sindnimas
e ndo-sindnimas. Caso a regido esteja sujeita a sele¢do purificadora, esperamos que a maioria das
mutagdes ndo-sindnimas deixe menos descendentes do que mutacdes sindnimas (Yang 2002). Por
outro lado, caso esta regido esteja sujeita a selecdo positiva, podemos encontrar mutagdes vantajosas
que estejam em alta freqliéncia, € com isso, podemos ter que tais mutagdes deixariam mais
descendentes do que outras mutacdes (Fay & Wu 2005). Realizamos dois tipos de testes estatisticos
para tentar detectar tais sinais, em que consideramos apenas mutagdes que estavam presentes pelo
menos em dois ou mais hapldtipos - uma vez que estamos buscando contrastar probabilidades
diferenciadas de sobrevivéncia, devemos considerar apenas mutagdes que ja sobreviveram tempo
suficiente para se reproduzir. Mutacdes que estdo presentes apenas em singletons nao passaram ainda
pelo teste evolutivo da sobrevivéncia e reproducdo no tempo (Templeton 1996). Um dos testes
estatisticos fez uso de testes exatos de Fisher em tabelas de contingéncia 2 x 2 (Templeton 1996), que
¢ uma versao mais refinada do teste de McDonald & Kreitman (1991), uma vez que avalia também
polimorfismo intraspecificos € ndo apenas faz um contraste entre mutagdes polimorficas e fixadas
entre linhagens. Estas tabelas foram feitas para se contrastar a distribuicao de substituicdes sindnimas e

ndo-sindnimas em hapldtipos encontrados nas pontas ou no interior (haplotipos jovens ou antigos).
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Contudo, consideramos isso de forma hierarquica, contrastando classes cada vez maiores de mutagdes,
por exemplo, mutacdes que deixaram dois, trés, quatro descendentes e assim sucessivamente.
Alternativamente, realizamos o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitmann, que neste caso testa se
mutagdes sindnimas e nao-sindnimas apresentam um numero distinto de descendentes em nossas

amostras através de uma andlise de ranqueamento.
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Resultados

1. Diversidade em doublesex e analise filogenética

Uma regido de 543 pb do doublesex, incluindo o dominio de ligagdo ao DNA ¢ uma
grande parte do primeiro éxon, foi clonada e sequenciada para 51 individuos de diversas localidades no
Brasil (Tabela A1) que, combinadas a outras seqiiéncias disponiveis no GenBank (Ruiz ef al. 2007b),
revelaram 98 haplotipos diferentes, a grande maioria composta de singletons. Apenas 6 haplotipos
foram encontrados em mais de uma copia, trés dos quais compartilhados entre espécies diferentes,
incluindo o haplotipo mais comum, 1, o qual foi encontrado nas trés espécies do grupo aqui estudadas,
A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula.

Os trés testes para recombinacdo diferentes ndo detectaram recombinagdo entre as
seqiiéncias aqui estudadas. A rede de haplotipos inferida no TCS (Figura A1) ndo ¢ significativamente
diferente de uma arvore filogenética de maxima verossimilhanga inferida no PHYLIP ver 3.67 (dados
nao apresentados). Esta rede mostra que, embora a maior parte da variacdo seja especifica para cada
espécie, o que ¢ trivial considerando-se que quase todos os hapldtipos sdo singletons, ndo ha nenhuma
mutagdo que seja fixada para qualquer espécie aqui estudada. Estimativas de diversidades haplotipicas
e nucleotidicas, e substitui¢des sindnimas € nao-sindnimas sao similares independentemente se A.
fraterculus, A. obliqua e A. sororcula sao consideradas em separado ou como um Unico grupo em

conjunto com outras espécies do grupo fraterculus (Tabela A2).
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@ Mutacgo 56F
@ Mutago 56Y_100H

@ Mutagzio 100N

Figura Al. Rede haplotipica separada por duas mutagdes ndo-sindnimas que levam a alteracdes
radicais nas propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos (8 ¢ 22). Os niimeros sobre os ramos
indicam as mutagdes sinonimas € nao-sindnimas internas.
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Tabela Al. Locais amostrados com informacdo geografica, haplotipica e de espécies.

codigo Localidade Latitude Longitude Haplotipos
® (W)

01 Sao Carlos - SP 22°01' 03" 47° 53' 27" 9-F

02 Vitoria - ES 20°19' 10" 40° 20' 16" 2-0,3-0, 25-0, 26-0, 45-0

03 Feira do Santana -BA 12°16' 00" 38°58' 00" 4-0,5-0

04 Gurupi - TO 11°43'45" 49° 04' 07" 6-0,7-0, 41-0, 42-0

05 Sdo Sebastido — SP (Santiago) 23°45' 36" 45°24' 35" 8-S, 1-S, 77-F, 78-F, 82-F,
92-F, 86-E, 96-E

06 Bertioga - SP 23°51'16" 46° 08' 19" 10-F, 11-F

07 Conceigdo do Almeida - BA 12° 46' 46" 39° 10" 12" 12-F, 13-F, 14-F, 15-F

08 Araguaina — TO 07°11'28" 48° 12' 26" 16-0, 17-0, 18-0, 19-O,
20-0,21-0, 22-0

09 Santo Amaro — BA 12°32'48" 38°42' 43" 1-0, 23-0, 24-F

10 Goinia - GO 16° 40" 43" 49° 15' 14" 27-0,28-0

11 Bonito — PE 08°28' 13" 35°43'43" 29-F, 1-F, 30-8, 31-S

12 Redengdo — PA 08°01'43" 50° 01' 53" 32-8, 33-0, 34-0, 35-0

13 Babagulandia — TO 07° 12' 17" 47° 45' 25" 36-0,37-0

14 Piren6polis — GO 15°51' 09" 48° 57' 33" 38-0,39-0, 40-F

15 Trés Lagoas — MS 20° 45' 04" 51°40' 42" 43-0, 44-0

16 Belém -PA 01°27' 21" 48°30' 16" 46-0, 47-0

17 Porto Franco - MA 06° 20" 18" 47° 23" 57" 48-0, 49-0

18 Belo Horizonte - MG 19° 55" 15" 43°56' 16" 50-0

19 Bela Vista de Goias - GO 16° 58' 22" 48° 57" 12" 51-0

20 Linhares — ES 19°23' 28" 40° 04' 20" 52-0, 53-8, 54-8

21 Piracicaba — SP 22°43'31" 47° 38' 57" 55-8,56-8, 57-8, 58-S

22 Nova Souré — BA 11° 14' 00" 38°29' 00" 59-8, 60-S

23 Bauru — SP 22°18' 53" 49° 03' 38" 25-8, 61-8, 62-S, 63-F

24 Porto Seguro — BA 16° 26' 59" 39°03' 53" 64-S

25 Boracéia — SP 22°11' 35" 48° 46' 44" 1-F, 65-F

26 Bariri — SP 22°04' 28" 48° 44' 25" 66-F, 65-F

27 Itabira - MG 19°37' 09" 43°13' 37" 67-F, 63-F

28 Moji das Cruzes — SP 23°31' 22" 46°11'18" 69-F

29 Vacaria — RS 28°30' 44" 50° 56' 02" 70-F, 7T1-F, 72-F

30 Vargem Alta — ES 20°40' 17" 41°00' 25" 73-F, 74-F, 75-F, 76-F

31 Natal — RN 05° 47" 42" 35°12'34" 79-F

32 Cagador - SC 26°46'31" 51° 00' 54" 80-F

33 Santa Isabel - SP 23°18' 0" 46°13' 0" 81-F, 90-F, 1-F, 91-F

34 Guayaquil - Ecuador 00°02' 0" 80°01' 0" 83-F, 93-F

35 Parati - RJ 23°10' 0" 44°12' 0" 87-5,97-S

36 Indaiatuba - SP 22°42' 0" 47°37' 0" 19-0, 89-0

37 Laranjal Paulista - SP 23°05° 0" 47°45' Q" 85-G, 95-G

38 Ribeirao Preto - SP 21°05' 0" 47°50' 0" 84-B,94-B

39 Uberlandia - MG 18°56' 0" 48°13' 0" 88-T, 98-T

O numero nos hapldtipos representa sua identificagdo e a letra corresponde as espécies nas quais o
haplétipo foi encontrado. O - A. obliqua; F - A. fraterculus; S - A. sororcula; B - A. bistrigata; G - A.
grandis; E - A. serpentina; T - A. striata. Haplotipos em negrito foram obtidos a partir do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Tabela A2. Estimativa de diversidade genética na regido de doublesex.

Espécies N h Hd S Sy Ngy T T Ta
A. fraterculus 37 34 0,995+0.007 77 42 33 0,0178 0,0403 0,0102
A. obliqua 46 41 0,992+0,008 77 34 47 0,0106 0,0212 0,0068
A. sororcula 18 18 1,000+0,019 45 25 21 0,0161 0,0376 0,0092
Anastrepha sp. 109 97 0995+0,003 156 71 68 0,0159 0,0371 0,0089

N = nimero de sequéncias; h = nimero de haplotipos; Hd = diversidade haplotipica; S = Numero de
sitios polimorficos; Sy = numero de mudancgas sindnimas; Nsy = numero de mudangas nao-sindnimas;
1 = diversidade nucleotidica; s = diversidade nucleotidica sindnima; w, = diversidade nucleotidica

nao-sindénima;

2. Comparacao das taxas evolutivas e sele¢io em dsx

A Figura A2 mostra a arvore filogenética gerada pela analise de dados macroevolutivos

considerada para o teste de heterogeneidade de valores de ® entre ramos e cddons. Nela estdo

mostrados os ramos foreground e background contrastados na analise. A Tabela A3 mostra os

parametros estimados pelos modelos nulos M1a e MA restrito e modelo alternativo MA.
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Figura A2. Arvore filogenética estimada por Maxima Verossimilhanga para os dados de contrastes
macroevolutivos mostrando o ramo foreground destacado por uma area cinza. Os tamanhos dos ramos
estdo estimados em substitui¢cdes nucleotidicas por codon.
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Tabela A3. Parametros estimados e valores de logaritmo da maxima verossimilhanga para os modelos
MIla, MA e MA restrito nos dados macroevolutivos.

Modelo Parametros LnL
Mla o = 0,090 po=0,828
Modelo nulo o;=1,000 p;=0,172 -5700,245

o = 0,080 ; @, = 1,000
MA restrito (0 =1, fixado) " 704, p, = 0,149; (py+ps) =0,147  -5686,851

Modelo nulo
MA wo = 0,083 ; 0, = 15,244 )
Modelo alternativo po=0,707; p;=0,146; (p,+p3)=0,147 5679,637

Lnl = logaritmo da maxima verossimilhanga; @, = valores de dN/dS para sitios com 0 < ® < 1; ®; = valores de dN/dS
fixados a 1; @, = valores de dN/dS para sitios com ® >1 e correspondem apenas a sitios no ramo foreground.

Os contrastes entre 0 modelo para selecdo positiva no foreground e os modelos nulos
comprovam que parte da diferenciagdo ocorrida em dsx deveu-se a agdo de sele¢do positiva sobre a
regido estudada (Tabela A4), particularmente entre os codons 139 e 203, onde o teste de BEB revelou

a maior parte dos sitios selecionados positivamente (Figura A3).

Tabela A4. Contraste dos modelos M1a, MA restrito e MA por LRT nos dados macroevolutivos.

Contraste G.L. LRT Sitios selecionados
positivamente
Mlax MA 2 41216%*% 11,20, 141, 144, 146, 147,
. 151, 152, 197, 200, 201,
MArestritox MA - 11y gy 323,327, 329, 331

*p<0,01; ¥ p<10®
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Figura A3. Bayes Empirical Bayes mostrando probabilidades posteriores de sitios sob seleg¢@o purificadora (0 < o < 1), positiva (® > 1) e neutros
(o =1) para o ramo foreground. A area sombreada representa o dominio de ligagdo ao DNA. A linha tracejada indica a probabilidade posterior de
0,95. A numeracdo dos codons ndo indica a posi¢ao real do mesmo no dsx. Os valores de ® médio estio representados no eixo da direita.

32



3. Estudo de taxas evolutivas em dados intrapopulacionais

O modelo de substitui¢do homogénea M0 do CODEML (PAML ver. 4) estimou a razao
média do ® como sendo 0,450 para o dsx. A comparagdao dos modelos de selegao (M2a e M8) contra
os modelos neutros no PAML (Mla, M7 e M8a) nao detectou diferengas significantes entre modelos
que permitiam selecdo positiva ¢ aqueles que restringiam os valores de ® a valores < 1. Da mesma
forma, nenhum sitio sob selecao positiva foi detectado pela analise de Bayes Empirical Bayes (Figura
A4). Estas analises mostram que a maioria dos sitios estd sob sele¢do purificadora, com 58% dos
codons apresentando ® entre 0,3 e 0,4 e outros 23% apresentando ® entre 0,5 e 0,6 no geral. Tais
valores sdo virtualmente os mesmos quando apenas consideramos a regido de ligagdo de DNA (Figura
A4).

Para termos uma idéia da pressdo seletiva relativa sobre a regido estudada de dsx,
comparamos sua taxa o com a de um gene notadamente conservado, COI (Tabela AS). O primeiro
teste de heterogeneidade (A x E) rejeitou a hipdtese nula de homogeneidade nas taxas totais. Num
segundo teste (A x B) a hipotese de homogeneidade nas taxas de substituicdo foi rejeitada e novamente
houve a rejei¢do da hipdtese de homogeneidade de e x entre COI e dsx. (Tabela A6). De fato, as
taxas observadas para COI e dsx, respectivamente 0,09 e 0,45, podem ser consideradas

significativamente diferentes pela estimativa de seus intervalos de confianga (Figura AS5).

Tabela AS. Teste de heterogeneidade das taxas evolutivas entre dsx e COImt.

Modelo LaL ® K s
A 2484478 0256 3,743 1
B 2478264 0281 3,733 e 355
c -2408,038 0258 3,893 doe 1563
E 2394283 Ezgcl-_(?, o S i s dscx?i};%

LnL = Log da maxima verossimilhanga
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Figura A4. Bayes Empirical Bayes mostrando probabilidades posteriores de sitios sob sele¢c@o purificadora (0 < o < 1), positiva (® > 1) e neutros
(o =1) para o ramo foreground. A area sombreada representa o dominio de ligagdo ao DNA. A linha tracejada indica a probabilidade posterior de
0,95. A numeragao dos cddons nao indica a posi¢ao real do mesmo no dsx. Os valores de ® médio estdo representados no eixo da direita.
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Tabela A6. Contrastes dos modelos para teste de heterogeneidade de taxas evolutivas entre dsx e
COImt

Contraste LRT G.L. p YL

Modelo A x Modelo E 214,326 12 3,549 1077
Modelo A x ModeloB 15,219 1 4,000 10™
Modelo C x Modelo E 8,691 2 1,909 107

e

[=e}
n
I

— 0

probability

o]

[}

Figura AS. Intervalo de confianca de valores de o estimado para doublesexe COImt

As mutagdes nao-sinOnimas internas foram avaliadas quanto a possibilidade de
alteracdo radical de uma propriedade fisico-quimica (Figura Al) (Sainudiin et al. 2005). Neste
caso, apenas duas mutagdes nao-sinOnimas internas, 8§ e 22, levaram a mudangas radicais no
formato ou na carga da molécula. Considerando a mutagdao 56-Y /00-H como sendo a ancestral
(inferida pela probabilidade estimada no TCS para este grupo), a mutagdo 8 correspondeu a
mudanca de um aminodcido polar (Y - Tirosina) para um apolar (F - Fenilalanina), enquanto a
mutagdo 22 resultou na mudanga de um aminodcido polar carregado positivamente (H - Histidina)
para um polar sem carga (N - Asparagina). Tais mutacdes separaram a rede em grandes 3 grupos
mutacionais (Figura A1), e foram analisadas individualmente quanto a sua distribui¢ao geografica e
homozigosidade nos individuos (Figura A6). A maior parte dos individuos encontrados eram
homozigotos para cada uma das mutagdes apesar de suas areas de ocorréncia se sobreporem em
alguns casos. Alguns individuos heterozigotos foram encontrados, porém, numa freqiiéncia baixa e

com localizagao restrita.
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Figura A6. Distribuicdo de mutagdes ndo-sindnimas que levam a alteracdes radicias nas
propriedades dos aminoacidos. O niimero presente na denominag¢ao da mutacao indica a posi¢ao do
codon onde ela ocorreu e a letra corresponde ao aminodcido codificado pelo codon. Quando ambas
as mutacdes ocorreram num mesmo ponto de coleta foi indicada a presenga de homozigotos ou
heterozogotos para tais mutagdes.
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3.1 Testes populacionais de neutralidade

Os testes D de Tajima e D e F de Fu e Li foram inicialmente usados nos dados de
doublesex. Todos estes testes mostraram desvios significantes da neutralidade (Tajima's D = - 2,36,
p<0,01,FueLi's D=-6,39 ¢ F =-5,50, p <0,02). O teste de contingéncia de Templeton apresenta
desvio de neutralidade revelando um significante excesso de substituigdes ndo-sindnimas nas
pontas e substitui¢des sindnimas nos ramos interiores (Tabela A7 e Figura A1l).

Para avaliar o impacto das mutagdes ndo-sindnimas na dindmica evolutiva da regido
do dsx estudada, consideramos o niumero de individuos gerados por tais mutacdes em relagdo as

mutacoes sindnimas (Tabela AS).

Tabela A7 . Teste de contingéncia de mutagdes sindnimas e ndo-sindnimas vs ponta e interior.

Nao-sindnima Sindnima
Ponta 92 71
Interior 8 32

Probabilidade do teste exato de Fisher’s sob a hipdtese nula de homogeneidade: p < 0,000025%**

Os testes de contingéncia contrastando mutagdes, sindnimas e ndo-sindnimas, nas
pontas ou nos interiores (Tabela A9), contextualizados pelo ntimero de individuos produzidos por
estas mutacoes, rejeitou a hipotese nula de homogeneidade nas freqiiéncias de individuos
originados por estas mutacdes.

Da mesma forma, o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney revelou que
substitui¢des ndo-sindnimas geram mais descendentes do que substituicdes sindnimas (ranking
mediano de 31,4 e 19,8, respectivamente, p < 0,02). Desta forma, para ambos testes detectamos
uma heterogeneidade nas freqii€ncias em direcdo a um excesso de mutagdes sinOnimas internas
originando poucos individuos enquanto mutagdes nao-sindnimas em geral deram origem a um

namero maior de descendentes.
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Tabela A8. Contagem de individuos gerados por mutag¢des sindnimas e ndo-sindnimas internas

Mutagdo Tipo de mutagdo interna ~ Numero de individuos originados
interna Sinénima ou Nao-sinénima a partir da mutagdo interna
2 Sinénima 2
3 Sinénima 2
7 Sinénima 2
12 Sinénima 2
21 Sinénima 2
24 Sinénima 2
26 Sinénima 2
32 Sin6nima 2
32 Sinénima 2
32 Sinénima 2
33 Sinénima 2
34 Sinénima 2
34 Sinénima 2
17 Sin6nima 3
17 Sinénima 3
17 Sinénima 3
1 Nao-sindnima 3
5 Sinénima 4
15 Sinénima 4
31 Sinénima 4
9 Nao-sindnima 4
18 Sin6nima 5
18 Sinénima 5
30 Sinénima 5
6 Sinénima 6
6 Sinénima 6
14 Sinénima 6
29 Sinénima 6
6 Nao-sindénima 6
10 Sin6nima 9
23 Sinénima 9
13 Sinénima 10
28 Sinénima 11
27 Sin6nima 12
25 Nao-sindnima 15
4 Nao-sindnima 16
22 Nao-sindnima 24
20 Sinénima 25
20 Nao-sindnima 25
11 Sinénima 26
19 Sinénima 27
16 Sinénima 33
8 Nao-sindnima 78

* Quando os dois tipos de mutagdes estdo presentes em um mesmo ramo
interno, cada uma ¢é contada independentemente.



Tabela A9. Analise de heterogeneidade nas distribuigdes de
freqiiéncias entre niimero de individuos formados por uma

mutagdo interna e tipo de mutagao.

2 allindividuos > 11 individuos  Total

Sindnima 21 5 26
Nao-sin6nima 3 5 8
Total 24 10 34

*Probabilidade pelo teste permutacional exato usando o algoritmo
de (Roff & Bentzen 1989): p < 0,05

2 a 12 individuos > 12 individuos  Total

Sindénima 22 4 26
Nao-sindnima 3 5 8
Total 25 9 34

*Probabilidade pelo teste permutacional exato usando o algoritmo de
(Roff & Bentzen 1989): p < 0,05
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Discussao

Nossa investigacdo populacional da regido conectora do gene dsx indicou altos
niveis de polimorfismo intra e interespecifico no grupo Anastrepha fraterculus. A diversidade
haplotipica (Hd) no dsx foi muito alta, revelando um excesso de haplotipos raros e unicos, com
apenas um conjunto de haplétipos que foram encontrados mais de uma vez. Nosso esquema
amostral, que favoreceu individuos de localidades diferentes, pode explicar em parte o excesso de
haplotipos raros observados, mas ndo ¢ capaz de explicar a alta propor¢ao de heterozigotos em
geral observada. Portanto, ¢ possivel que a diversidade hapldtipica observada deva ser em grande
parte representativa da populagdo como um todo. Apesar disso, os polimorfismos detectados nao
estdo associados com diferengas fixadas que sejam especificas para cada espécie, um resultado
consistente com outros estudos do grupo de espécies fraterculus usando dados de COI
mitocondriais e genes nucleares (Smith-Caldas et al. 2001; Ruiz et al. 2005; Ruiz et al. 2007b).
Como ndo fomos capazes de detectar monofilia reciproca ou mesmo parafilia entre espécies
diferentes neste grupo de espécies, alguns dos parametros populacionais estimados também foram
estimados para o grupo de espécies como um todo, considerando o clado como uma unidade
evolutiva de interesse. Pelo mesmo motivo, o teste de McDonald e Kreitman ndo pode ser
realizado, uma vez que tal teste requer grupos de espécies bem definidos para se comparar a razao
de mudangas sindnimas e ndo-sindnimas fixadas e polimoérficas entre os individuos. Esta alta
diversidade de alelos raros resulta em testes de neutralidade, como o D de Tajimae o D e o F de Fu
e Li, significantemente negativos que sdo compativeis com um padrdo geral de selecdo
purificadora. Tais resultados concordam com os dados de diversidade haplotipica que indicam um
excesso global de alelos raros que se encaixa nas expectativas de selecdo de fundo, em que o
balango entre selecdo contra substitui¢des deletérias e mutagdes recorrentes mantém a frequéncia de
tais variantes a um nivel baixo. Embora tais testes sejam usados para se detectar os efeitos gerais da
selecao na regido do DNA, resultados similares podem também ser obtidos por alguns fatores
demograficos, tais como expansdo do tamanho populacional, mesmo na auséncia da selecdo
(Charlesworth et al. 2003; Zeng et al. 2007).

Para se investigar os efeitos de selecdo nesta regido de DNA, e tentar separar os
efeitos demograficos, usamos do método provavelmente mais considerado para a determinacao de
regides especificas influenciadas por selecdo, a investigagao da razao de taxas o (Yang et al. 2005).

A analise da razdo de ® com dados populacionais no PAML confirmou os padrdes
gerais de selecdo purificadora, evidenciados pela inabilidade em se rejeitar modelos que ndo

permitem sitios sob selecao positiva (w >1) por testes de LRT. Ou seja, de acordo com este teste,

40



ndo ha evidéncia de sitios sujeitos a selecao positiva. Apesar disso, uma andlise mais detalhada do
o em cddons individuais com o BEB mostra que, embora a regido comum do dsx seja conservada,
esta regido apresenta niveis mais altos de substituicdes nao-sindnimas do que a regido do COImt,
mesmo em sua regido mais restrita, o dominio de ligacdo de DNA. A estimativa da taxa de
evolucdo da regido amostrada do dsx foi aproximadamente oito vezes maior do que a do COI
mitocondrial (0,450 e 0,057, respectivamente) para o mesmo grupo de espécies (de fato, para
diversas das mesmas populagdes e individuos). Isso pode sugerir que a sele¢do purificadora agindo
na regido dsx seja relativamente mais fraca em comparacdo ao COImt, ou que talvez os padroes de
selecdo no dsx sejam mais complexos e que exista mais do que apenas selecdo purificadora agindo
na variacdo genética desta regido. Isto pode ser em parte explicado pela auséncia, ou baixa
frequéncia, de recombinagdo nos genes mitocondriais, o que pode ndo ser necessariamente 0 caso
(Tsaousis et al. 2005), ¢ possivel que a selecdo purificadora seja de fato mais forte nos genes
mitocondriais do que em alguns genes nucleares, como o dsx. De qualquer forma, esta taxa
evolutiva mais alta em dsx ndo seria exatamente compativel com um modelo exclusivo de selecio
purificadora para esta regido como anteriormente proposto (Ruiz et al. 2007b) e podem sugerir a
existéncia de uma forca evolutiva promovendo esta alta taxa evolutiva, e talvez até mesmo a
manutencdo de ao menos parte destes polimorfismos, o que seria em geral incompativel com um
modelo puro de selecdo purificadora.

Embora a razdo das taxas o avaliada em cddons individuais possa ser uma
metodologia poderosa para se detectar sitios sob selecdo positiva, o teste ¢ bastante conservador
para se detectar evolugdo adaptativa em genes geralmente conservados (McClellan et al. 2005;
Porter et al. 2006) e pode ainda ter pouco poder para lidar com seqiiéncias com baixa divergéncia
ou mesmo sob selecao positiva fraca (Nickel ez al. 2008), requerendo em geral um nivel razoavel de
divergéncia entre os tdxons em estudo. Por este motivo, utilizamos inicialmente esta metodologia
para o contraste de espécies que apresentam um tempo de divergéncia significativo de forma a nos
permitir detectar de fato, em situagdes mais apropriadas para o uso dos testes de razdo de ®, se esta
regido do dsx que estamos estudando apresenta qualquer evidéncia de sele¢do positiva
influenciando sua evolucdo. Este constraste, a que nos referimos como macroevolutivo, indicou
claramente que embora a regido de ligacdo com o DNA esteja evoluindo em geral
conservadoramente, a regido conectora apresenta claramente diversos sitios que estdo evoluindo
sob a a¢do da selecdo positiva.

Apesar desta evidéncia de sele¢do positiva no contraste entre espécies distinta de
Diptera, referida como testes macroevolutivos, o uso dos testes de razdo de ® em nossos dados
populacionais nao foi capaz de detectar evidéncias significantes de sele¢do positiva. Como o uso
destas metodologias em dados populacionais ¢ muito mais limitado e problematico (Kryazhimskiy
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& Plotkin 2008), devemos considerar se de fato a selecdo positiva detectada no teste anterior indica
um processo que aconteceu na separacdo entre os Drosophilidae e os Tephritidae, e hoje nao ¢
detectado entre as espécies de Anastrepha pela inexisténcia destes sinais, ou simplemente a sele¢ao
positiva continua a ocorrer, mas ndo temos sinais suficientes para sua deteccdo utilizando os
programas previamente mencionados nestas condi¢des ndo adequadas para seu uso.

Portanto, buscamos estratégias diferentes para tentar detectar sinais de mudancas
adaptativas no dsx, uma vez que as seqiiéncias de diferentes espécies de Anastrepha mostraram
baixa divergéncia e a regido estudada foi em geral conservada. Um primeiro aspecto relevante seria
considerar testes que levam em consideracdo as mudancas em propriedades fisico-quimicas de
aminoacidos em sitios ndo-sindnimos (por exemplo, como os de McClellan et al. 2005). Quando
considerando as propriedades fisico-quimicas no estudo da evolucdo adaptativa, devemos
considerar dois possiveis cenarios: (1) as substituigdes entre aminoacidos radicalmente diferentes
tém maior probabilidade de promover mudangas estruturais ou funcionais em uma proteina. Neste
caso, podemos invocar a selecdo positiva e mudangas ocorreriam mais freqiientemente em um sitio
sob selecdo do que esperado por acaso, mesmo se os valores de @ forem mais baixos do que 1; (2)
substitui¢des entre aminoacidos quimicamente similares levariam a pouca ou nenhuma mudanga na
estrutura e funcdo de uma proteina, e portanto, mesmo se um sitio apresentar » maior do que 1, ele
poderia ainda assim ser funcional ou estruturalmente conservado e estaria evoluindo
conservativamente.

Considerando a terminologia de Sainudiin et al. (2005), para a identificagdo de
mutagdes radicais, que utiliza um niimero bem menor de caracteristicas fisico-quimicas do que o
TreeSAAP, encontramos apenas duas mutacdes radicais presentes em nossa analise populacional.
Estas mutagdes definem trés grandes grupos de haplotipos no cladograma inferido pela parcimoénia
estatistica no TCS 1.21. Curiosamente, ao avaliarmos os individuos amostrados para estas mutagdes
radicalmente distintas, observamos que, embora quase todos os haplétipos sejam distintos, a grande
maioria dos individuos amostrados foi homozigota para estas mutagdes radicais. Isto é ainda mais
relevante em se considerando nossa estratégia amostral de coletar poucos individuos por regido em
diversos pontos da distribuicdo das espécies. Ainda mais interessantemente, quando estudamos a
distribuicdo geografica destas mudangas radicais, encontramos uma congruéncia razoavel na
distribuicao destas mudancas radicais, que definem grupos distintos que estdo em geral distribuidos
em regioes distintas com um numero muito reduzido de heterozigotos entre estas mutacdes radicais,
geralmente localizados em regides intermedidrias entre estes grupos. Estes resultados sdo em
grande contraste com outros dados de genes mitocondriais e nucleares para estas espécies que nao
encontraram uma fragmentagao historica significativa entre amostras coletadas de regides distintas

do Brasil. Tal padrao pode ser condizente com processos de selecdo positiva favorecendo a
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manutengdo de polimorfismos distintos em regides diferentes, um aspecto fascinante que merece
ser ainda bem mais explorado.

Estes dados indicam, contudo, que apesar dos testes de ® ndo terem indicado uma
selecdo positiva significante, existem padrdes na regido do dsx aqui estudada que indicam que esta
regido esteja evoluindo diferentemente de um modelo de selecdo eminentemente purificadora, e
buscamos métodos que a pudessem detectar na populagao.

Um dos sinais mais relevantes de selecdo positiva que se mantém por um longo
periodo, basicamente até que a mutacao seja completamente fixada em um selective sweep, € que
esperamos encontrar alelos sob selecdo com uma freqiiéncia média maior do que seria de se esperar
se a regido estivesse evoluindo neutramente (Halliburton 2004). Por outro lado, regides sujeitas a
selecdo purificadora apresentam em geral um excesso de alelos de baixas freqiiéncias (Fay & Wu
2000). Ambos padrdes podem ser explicados em geral por processos demograficos especificos, mas
o contraste de regides distintas pode permitir a distingao destes parametros.

As duas estratégias que criamos, a analise hierdrquica do teste de contigéncia de
Templeton e o teste de Mann-Whitney, buscam avaliar se mutagdes sindnimas € ndo-sindonimas
apresentam a mesma distribui¢do de probabilidades de sobrevivéncia na populagdo. O que ambos
os testes nos revelam € que de fato substituicdes ndo-sindnimas, embora menos frequentes do que
substitui¢des sindnimas na populacdo, apresentam-se de fato em classes mais freqiientes do que
seria de se esperar pelo acaso. Isso significa que estes testes revelam que tais mutacdes estdo sendo
ativamente mantidas na populagdo por um processo de selecdo positiva nesta regido do dsx, apesar
de um padrao geral de selecao purificadora.

Estudos tém demonstrado que embora a maioria dos genes reguladores, tais como os
genes HOX, tem sido extremamente conservados evolutivamente (Ferrier & Minguillon 2003),
diversos genes que estejam sob sele¢do positiva, como os genes que distinguem chimpanzés de
humanos (Johnson et al. 2001; Bakewell et al. 2007) e genes na cascata de determinacao sexual,
tais como o transformer, podem apresentar niveis surpreendentemente altos de variabilidade (Clark
et al. 2006). Tais estudos t€ém demonstrado que este genes podem apresentar altas taxas de evolucao
que tem sido consideradas como neutras (Kulathinal et al. 2003) ou direcionadas por selecdo
(O'Neil & Belote 1992). Considerando que o gene dsx ¢ critico para a diferenciagdo de insetos em
machos e fémeas, as mutagdes no dsx que promovem efeitos altamente deletérios podem fornecer
sérias restricdes a reproducdo. Portanto, esperariamos niveis de variacdo nao-sindnimas mais baixas
neste gene em que a razdo das taxas o fosse em geral mais baixa. Na realidade, diversas mutagdes
que estdo segregando nessa populacdo desviam destas expectativas e apresentam mudangas radicais

para a proteina.
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Uma explicagdo possivel para o padrdo de variagdo encontrada na regido comum do
dsx poderia ser a natureza dualista dos efeitos do dsx. Por um lado, o dsx é essencial para uma
funcdo altamente conservada, a regulagdo da cascata de determinacao sexual, por outro lado, dsx,
assim como o fruitless, também esta envolvido no comportamento de corte masculino (Rideout et
al. 2007), o qual pode ser sujeito a uma selecdo sexual positiva. Conseqiientemente, mudangas na
DSX podem ser seletivamente desvantajosas para uma fungfio, mas ndo para a outra. E mesmo
possivel que por causa de tais interagcdes complexas, as substituicdes no dsx poderiam se comportar
como mutagdes ligeiramente desvantajosas ou vantajosas dependendo do arcabougo genético com o
qual estd interagindo, um processo que se assemelha a epistasia de sinal (Weinreich et al. 2005).
Isto ¢ ainda mais provavel se considerarmos a possibilidade de ndo-aditividade e epistasia que tem
sido comumente detectadas em caracteres complexos (Carlborg & Haley 2004).

Uma combinagao de selecdo fortemente purificadora por um lado, e sele¢ao positiva
em sitios especificos pode produzir o padrao geral detectado de restricdo seletiva relaxada em
certos testes de selecdo aqui investigados, particularmente na regido comum entre os sexos. Tal
padrdo de restrigdo seletiva relaxada parece ser comum a outros genes de determinagdo sexual, tais
como o transformer (tra), que mostrou-se evoluir relativamente ndo restrito, com uma razao de
taxas o geralmente superior (o = 0,2 to 0,3) aquelas encontradas em genes nao relacionados a
diferenciagdo sexual (McAllister & McVean 2000; Kulathinal et al. 2003). Tais dados indicam,
contudo, que o tra em Drosophila ainda esteja sob selecdo purificadora, embora moderada em
grande extensdo do gene (McAllister & McVean 2000; Kulathinal et al. 2003). Por outro lado, tra
foi considerado sob intensa selecdo purificadora para algumas espécies do grupo fraterculus (Ruiz
et al. 2007b).

Em conclusdo, nosso estudo mostra que embora a regido comum do dsx seja
relativamente conservada, apresenta uma taxa ndo-usual de mudangas nao-sindnimas, que pode
indicar que selecao purificadora ndo seja tdo forte quanto esperado para um gene diretamente
relacionado relacionado ao valor adaptativa do inseto. Parte desta variagdo pode ser explicada por
mudangas adaptativas na regides fora do dominio de ligagdo do DNA promovidas por selecdo
positiva, reveladas por testes populacionais aqui desenvolvidos. Além disso, o relaxamento da
restricdo seletiva mediada por interagdes epistaticas entre dsx € os genes por este regulados podem

explicar a segregacao das substitui¢des ndo-sindnimas no resto da regido comum do dsx.
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Capitulo III

Evolu¢ao molecular do gene fruitless no grupo Anastrepha

fraterculus (Diptera, Tephritidae)

Iderval S. Sobrinho-Jr. e Reinaldo A. de Brito
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Introducio

As espécies de Anastrepha sao identificadas pelo uso de uma gama de marcadores
morfologicos, mas principalmente pela forma e tamanho do apice do aculeo e em alguns grupos,
como no grupo fraterculus, sdo separadas por diferencas sutis neste marcador (Malavasi & Zucchi
2000; Araujo & Zucchi 2006). Além de restringir a identificagdo as fémeas, este marcador
morfoldgico apresenta alta plasticidade fenotipica, a ponto de haver sobreposicdo de diversas
medidas quantitativas, o que restringe seu uso para a separacdo de espécies muito proximas deste
grupo, notadamente A. fraterculus, A.obliqua, A. sororcula, A. zenildae ¢ A.turpinae (Araujo &
Zucchi 2006). Mesmo marcadores genéticos como DNA mitocondrial e genes nucleares como
doublesex (dsx) e transformer (tra) mostraram baixa resolucdo filogenética no género Anastrepha
(Smith-Caldas ef al. 2001; Ruiz et al. 2007a; Ruiz et al. 2007b).

Apesar de dsx e tra terem apresentado baixa resolucao, em geral estudos de evolugao
molecular t€ém mostrado que muitos genes relacionados a reproducdo apresentam uma taxa mais
elevada de divergéncia (Swanson & Vacquier 2002b; Gerrard & Meyer 2007) devido
principalmente a acdo de selecdo positiva (Swanson et al. 2004; Clark & Swanson 2005). Por
estarem envolvidos com caracteristicas reprodutivas, sugere-se a selecao sexual e/ou conflito sexual
como mecanismos para esta rapida diferenciagdo (Swanson & Vacquier 2002a). Por causa dessa
alta divergéncia e da possibilidade de estarem envolvidos diretamente no isolamento reprodutivo,
tais genes seriam os candidatos mais indicados para se distinguir espécies recentemente separadas e
de dificil distingao por outros marcadores genéticos, bioquimicos e/ou morfologicos (Ting et al.
2000).

Genes relacionados a caracteristicas reprodutivas seriam entdo, bons candidatos a
marcadores genéticos para estudar espécies cripticas como as do grupo de espécies de Anastrepha,
especialmente aqueles envolvidos diretamente em caracteristicas passiveis de serem selecionadas
por selecdo sexual. Um dos genes desta cascata de diferenciacdo sexual, fruitless (fru), esta
envolvido diretamente no estabelecimento e desenvolvimento de circuitos neuronais especificos
para o desenvolvimento do comportamento de corte de machos em Diptera (Demir & Dickson
2005; Kyriacou 2005; Kimura et al. 2008), na resposta a feromodnios (Datta et al. 2008) e na
formag¢do da juncdo neuromuscular responsavel pelo desenvolvimento de fibras musculares
especificas de machos chamadas de Musculo de Lawrence (Ito et al. 1996; Billeter et al. 2006).

O fru pode ser dividido em quatro regides principais: dominio especifico ao sexo,

dominio de dimerizacao (BTB), regido conectora e dominio de ligagao a DNA (Zinc-finger) (Demir
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& Dickson 2005). O primeiro dominio ¢ composto por dois éxons diferentes, cada um especifico a
um sexo. Somente a forma masculina ¢ ativa, visto que o mRNA de fru € processado
alternativamente de forma dependente ao sexo e no éxon feminino um cdédon de parada interrompe
a tradug@o completa da proteina. O BTB ¢ formado por dois éxons que se unem no processamento
do mRNA, da mesma forma a regido conectora ¢ formada pela unido de trés ou quatro éxons,
dependendo do grupo taxondmico O dominio de ligagdo ao DNA na extremidade 3’ é composto por
trés ou quatro éxons (Demir & Dickson 2005; Gailey et al. 2006). Estes éxons sdo processados de
forma independente e cada um forma uma isoforma especifica de fru (Billeter et al. 2006). A
presenga de quatro promotores diferentes, um na extremidade 3’ anterior aos éxons especificos a
cada sexo e outros trés a jusante destes éxons, permite um padrdo complexo de processamento do
mRNA, o qual promove a expressdo tanto de formas especificas de cada sexo pelo primiero
promotor, quanto daquelas independentes do sexo do individuo pelos outros trés promotores
restantes. Assim, apesar das formas sexuais de fémea serem inativas, suas formas nao relacionadas
ao sexo nao o sdo (Demir & Dickson 2005).

Apesar de ser um gene envolvido na reproducao e ter um potencial para uma rapida
diversificacao por sele¢do adaptativa, este gene apresenta uma certa conservacdo em seus dois
dominios principais: dominios de dimerizagdo (BTB) e de ligagdo ao DNA (Zinc-finger) (Gailey et
al. 2006). Em contrapartida, como a regido conectora e a extremidade amino da proteina mostraram
elevada divergéncia entre as espécies estudadas, foi sugerido que estas regides ndo desempenhariam
fungdes primordiais para a proteina e se divergiriam por um relaxamento da restricdo seletiva ou
poderiam conter informagdes para o desenvolvimento do comportamento de corte de machos
especifico para cada espécie, dai sua alta divergéncia entre os grupos estudados (Gailey et al.
20006).

Portanto, um dos objetivos deste trabalho foi o de estudar o nivel de variabilidade
genética do gene fru e verificar se a alta variabilidade na regido conectora era devido a agdo de
selecdo positiva ou se a regido esta evoluindo por um relaxamento de restricdo seletiva. Por ultimo
procuramos verificar o potencial uso desta regido como um marcador para diferenciar as espécies A.

frarterculus, A. obliqua e A. sororcula.
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Material e Métodos

1. Extraciao do DNA e seqiienciamento

Frutos de diversas espécies de planta infestadas por Anastrepha foram coletadas de
32 localidades no Brasil (Tabela B1) e dispostas em vermiculita por 14 dias quando pupas eram
separadas. ApOs a emergéncia em maturagdo, as moscas eram identificadas e se pertencentes ao
grupo A. fraterculus group, na maioria das vezes A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula, eram
separadas e imediatamente processadas ou preservadas em etanol 95% até a extracdo do DNA.

A extragdo do DNA foi feita usando-se um protocolo modificado de (Chomczynski
& Sacchi 1987) para se garantir a manutencao intacta do exo-esqueleto para analises morfologicas
futuras. Amplificamos uma regido do extremo final do dominio de dimerizacdo (BTB) até proximo
ao final do primeiro éxon da regido conectora do gene fru, usando primers degenerados criados de
seqiiéncias homologas de espécies proximamente relacionadas (5°-
AGTTCGCTGCCGATGTTYCTCAA-3’ e 5’-GACAGRCACTAYCCGCAGGACTCTCAG-3’).
Esta regido foi amplificada por PCR a partir do DNA gendmico em um termociclador PTC-200
(BioRad) usando uma mistura de Taq e Pfu polimerase para se reduzir erros de incorporacgao (Cline
et al. 1996). Os produtos de PCR foram purificados por precipitagdo com PEG 8000 (Lis & Schleif
1975) de clonados usando o kit InsTAclone (Fermentas). Ao menos duas colonias recombinantes
foram seqiienciadas usando-se primers M13F (forward) e M13R (reverse) com o kit DYEnamic™
ET dye terminator (GE Healthcare) em corridos em um MegaBace 1000 (GE Healthcare). A
qualidade do seqiienciamento foi inspecionado visualmente no software Chromas ver. 2.31

(http://www.technelysium.com.au). ). Tais seqiiéncias foram alinhadas usando o software Clustal

no software BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1999) e visualmente inspecionadas. Quando
seqiiéncias iguais ou muito similares (diferindo de uma ou duas bases) foram obtidas, seqiiéncias
adicionais foram realizadas em colonias recombinantes diferentes (até o total de 5 coldnias) para se

confirmar a eventual homozigosidade dos individuos ou possiveis incorporagdes erroneas de base.
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Tabela B1. Locais amostrados com informag¢ao geografica, haplotipica e de espécies.

codigo Localidade Latitude Longitude Haplotipos
) W)
01 Séao Carlos - SP 22°01' 03" 47°53' 27" 1-£.1,2-f11
02 Vitoria - ES 20°19' 10" 40° 20" 16" 38-0.2, 39-0.2, 72-0.2, 73-0.2
03 Feira do Santana -BA 12°16' 00" 38° 58' 00" 69-0.3, 70-0.3
04 Gurupi - TO 11°43' 45" 49° 04' 07" 57-0.4,58-0.4
05 Sdo Sebastido — SP (Santiago) ~ 23° 45' 36" 45° 24" 35" 8-f.5, 9-£.5, 82-s.5, 83-s.5
06 Bertioga - SP 23°51' 16" 46° 08' 19" 20-.6, 21-£.6
07 Conceicao do Almeida - BA 12° 46' 46" 39°10' 12" 28-1.7,29-1.7,30-£.7, 31-£.7
08 Araguaina — TO 07°11'28" 48°12' 26" 40-0.8,41-0.8, 42-0.8, 43-0.8, 44-0.8, 45-0.8, 46-0.8, 47-0.8
09 Santo Amaro — BA 12°32'48" 38°42'43" 1-£.9, 27-£.9, 65-0.9, 66-0.9, 67-0.9, 68-0.9
10 Goiania - GO 16° 40' 43" 49° 15' 14" 50-0.10, 51-0.10
11 Bonito — PE 08°28' 13" 35°43'43" 3-f.11, 4-f.11,5-f.11,77-s.11, 78-s.11, 79-s.11
12 Redencdo — PA 08°01'43" 50°01' 53" 52-0.12, 53-0.12, 54-0.12
13 Babagulandia — TO 07°12' 17" 47°45' 25" 38-0.13, 3-0.13
14 Pirenépolis — GO 15°51' 09" 48° 57" 33" 55-0.14, 56-0.14
15 Trés Lagoas — MS 20° 45' 04" 51°40'42" 61-0.15, 62-0.15
16 Belém -PA 01°27' 21" 48° 30" 16" 63-0.16, 64-0.16
18 Belo Horizonte - MG 19° 55" 15" 43°56' 16" 71-0.18
19 Bela Vista de Goias - GO 16° 58' 22" 48° 57" 12" 48-0.19, 49-0.19
20 Linhares — ES 19°23' 28" 40° 04' 20" 74-0.20, 75-0.20, 94-5.20, 95-5.20
21 Piracicaba — SP 22°43'31" 47° 38' 57" 84-s.21, 85-s.21, 86-s.21, 87-s.21
22 Nova Souré — BA 11°14' 00" 38°29' 00" 92-s.22,93-s.22
23 Bauru — SP 22° 18" 53" 49° (03' 38" 24-£.23, 25-£.23, 88-s.23, 89-5.23, 90-5.23, 91-5.23
24 Porto Seguro — BA 16°26' 59" 39°03' 53" 80-s5.24, 81-s.24
25 Boracéia — SP 22°11'35" 48° 46' 44" 10-£.25, 11-£.25
26 Bariri — SP 22°04' 28" 48° 44' 25" 12-£.26, 13-£.26
27 Itabira — MG 19°37' 09" 43°13'37" 6-£.27,7-£.27
28 Moji das Cruzes — SP 23°31'22" 46° 11' 18" 22-£.28,23-f.28
29 Vacaria — RS 28° 30" 44" 50°56' 02" 32-£.29, 33-£.29, 34-£.29, 35-£.29
30 Vargem Alta — ES 20° 40" 17" 41°00' 25" 16-£.30, 17-£.30, 18-£.30, 19-£.30
31 Natal — RN 05° 47" 42" 35°12' 34" 14-£.31, 15-£.31
32 Cagador - SC 26°46'31" 51°00' 54" 36-£.32,37-£.32
33 Santa Isabel - SP 23°18' 0" 46°13' 0" 76-0.33

O primeiro nimero nos haploétipos representa sua identificagdo, a letra corresponde as espécies nas
quais os haplotipos foram encontrados e o ultimo numero corresponde ao cédigo da localizagdo. O -
A. obliqua; F - A. fraterculus; S - A. sororcula.
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2. Analise da diversidade genética e do padrao evolutivo

fndices de diversidade geral, tais como a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica
(m) (Nei 1987), o numero de sitios polimoérficos, as diversidades nucleotidicas sindnima (7ts) € ndo-
sindnima (ra) foram calculados usando o programa DnaSP ver. 4.10.9 (Rozas ef al. 2003). Como a
recombinacdo interfere com as inferéncias filogenéticas, realizamos trés métodos diferentes para se
detectar eventos de recombinagdo: o teste Maximum Chisquare de Maynard Smith (1992)
realizados no programa MaxChi, e os testes GENECONV (Sawyer 1989) e RDP implementados no
programa RDP ver. 3b14 (Martin & Rybicki 2000). Um limite de p < 0,05 o foi estabelecido para
todos os trés testes e, quando aplicavel, foi realizada uma aleatorizagao de 1000 réplicas.

Os testes de neutralidade D de Tajima (Tajima 1989b) , D e F de Fu e Li (Fu & Li
1993) e H de Fay e Wu (Fay & Wu 2000) foram realizados no DnaSP usando seqiiéncias de
Drosophila melanogaster (nimero de acesso no GenBank: D84437.1) como grupo externo nas
analises da regido conectora de fru e de Ceratitis capitata (nimero de acesso no GenBank:
AF124047.1) nas analises do intron. Nao foram utilizadas as mesmas seqii€ncias para os testes
entre intron e regido conectora, visto que a regido amplificada de C. capitata abrangia apenas uma
pequena por¢do da regido conectora e as seqliéncias do intron de Drosophila melanogaster
apresentava divergéncia muito grande em relacdo as obtidas neste trabalho, impossibilitando seu
correto alinhamento. Desvios de neutralidade também foram testados usando a distribuicdo de
substituigdes sindnimas e ndo-sindnimas em haplotipos encontrado nas pontas ou no interior
(haplétipos jovens ou antigos) por um teste exato de Fisher em uma tabela de contingéncia 2 x 2
(Templeton 1996).

Investigamos a possibilidade de selecdo positiva em dados macroevolutivos e
populacionais através de duas metodologias diferentes: uma metodologia que faz uso do CODEML,
implementada no programa PAML ver. 4 (Yang 2007), e outra implementada no programa
TreeSAAP ver. 3.2 (Woolley et al. 2003).

Para a investigagdo da ocorréncia de selecdo positiva em dados macroevolutivos
analisamos a razao da taxa de substituicdes nao-sindonimas por sitio nao-sinénimo pela taxa de
substituigdes sindnimas por sitio sindnimo (dN/dS, também denominado ®). As razdes das taxas de
substitui¢do sindnimas/ndo-sindonimas foram medidas no programa codeml, implementado no
pacote PAML ver. 4 (Yang 2007), para se inferir as pressoes seletivas na proteina. Uma razao de o
> 1 em um sitio especifico indicaria sele¢do positiva, porque as substituigdes ndo-sindnimas teriam
taxas de fixagdo mais altas do que mutacdes sindnimas devido a vantagens seletivas. Por outro lado,

um o < 1 indica sele¢do purificadora, causada por restrigdes funcionais no cédon. A andlise leva
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em consideracdo a relagcdo entre os haplotipos estudados. Dessa forma, estimamos inicialmente a
relacdo filogenética entre Tephritidae, representado por trés seqiiéncias das trés espécies estudadas
neste trabalho (4. fraterculus, A. obligua e A. sororcula), e Drosophilidae representado por 10
espécies diferentes de Drosophila (D. simulans, D. sechellia, D. melanogaster, D. erecta, D.
vakuba, D. heteroneura, D. silvestris, D. grimshawi, D. virilis e D. pseudoobscura). As sequéncias
de Drosophila foram obtidas a partir do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com os
respectivos numeros de acesso: AF297054.1, AF297055.1, D84437.1, AF298222.1, AF297056.1,
AF051668.1, AF051665.1, AF105124.1, AY028967.1 ¢ AF297059.1. A estimativa da arvore
filogenética foi realizada por maxima verossimilhanga no programa dnaml! implementado no pacote
Phylip ver 3.68 (Felsenstein 1989; Felsenstein 2004), assumindo uma taxa de transi¢do/transversao
(x) igual a 2 e uma taxa de varia¢do constante entre os sitios.

Os dados macroevolutivos foram analisados através do Relaxed Brach-site test
(Teste Relaxado de sitios e ramos) e Strict Branch-site test (Teste Estrito de sitios e ramos) (Yang
& Nielsen 2002; Zhang et al. 2005). Nestes testes, o ramo das Anastrepha foi denominado de ramo
foreground, no qual seria testada a ocorréncia de selecdo positiva, e foi contrastado contra as outras
espécies de Drosophila, cujos ramos foram denominados de background. Ambos os testes utilizam
como modelo alternativo o modelo MA, no qual somente o ramo foreground pode conter sitios com
o > 1 e este modelo alternativo ¢ contrastado com os modelos nulos através um Teste de Razao de
Verossimilhangas (LRT - log-likelihood ratio test) (Zhang et al. 2005). No primeiro teste contrasta-
se 0 modelo MA contra o modelo M1a (modelo nulo). Neste contraste, o modelo nulo M1a admite
a mesma taxa evolutiva para todos os sitios e ramos, com todos os sitios variando seus valores de ®
entre 0 e 1 apenas. Por outro lado, no segundo teste, o modelo MA ¢ restrito de forma que a
categoria que assume ® > 1 seja fixada a 1, isto €, todos os sitios com valores de ® > 1 sdo for¢ados
a evoluirem neutramente (o = 1) . Entdo, este modelo nulo ¢ contrastado contra o modelo MA.

Para os dados populacionais, a presenca de selecdo positiva foi estimada pelo
calculo dos valores de ® usando a maxima verossimilhanca sob modelos diferentes de substitui¢des
de codon, denominados M1a, M2a, M7, M8 (Yang et al. 2005) e M8a (Swanson et al. 2003; Wong
et al. 2004), os quais definem premissas diferentes para as restrigdes evolutivas dos codons. A
selecdo positiva ¢ estimada por LRT entre modelos que permitem ® > 1 (M2a e M8) e outros que
ndo o fazem (Mla, M7 e M8a). Realizamos LRTs contrastando os seguintes pares de modelos:
Mla-M2a, M7-M8 e M8-M8a. Neste caso, utilizamos a rede haplotipica de todos os haplotipos de
Anastrepha obtidos neste trabalho, inferida por parcimoénica estatistica no TCS ver 1.21 (Clement et
al. 2000).

Tanto para os dados de alta divergéncia (macroevolutivos) quando para os de baixa

divergéncia (populacionais), a assinatura de sele¢do positiva em cddons individuais foi estimada
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por analises Bayesianas em que se permitiu que ® variasse entre sitios. Utilizamos o método de
Bayes Empirical Bayes (BEB) (Yang et al. 2005) para estimar quais sitios estavam sob a influéncia
de selecdo positiva. No Branch-site test estimamos as probabilidades posteriores pela BEB através
dos parametros do modelo MA, enquanto que no teste de selecdo para dados populacionais tais
probabilidades foram obtidas pelos parametros do modelo M2a.

As analises realizadas no TreeSAAP consideram as mudangas em diversas
propriedades fisico-quimicas induzidas por cada substitui¢do ndo-sinonimas. Um desvio global da
neutralidade ¢ verificado por um teste de ajustamento entre uma distribui¢do neutra esperada ¢ a
distribuicdo observada nas propriedades fisico-quimicas selecionadas (McClellan & McCracken
2001; Woolley et al. 2003; McClellan et al. 2005). Além disso, TreeSAAP também separa a
magnitude das mudangas ndo-sindnimas em um gradiente que vai desde substituigdes mais
conservadas até mais radicais, de acordo com mudancas em propriedades fisico-quimicas
especificas. As classes mais baixas (1 a 3) representam as mudancas mais conservadoras e as
classes mais altas (6 a 8) as mudangas mais radicais (McClellan et al. 2005). Para cada categoria,
um escore z ¢ calculado, o qual ¢ entdo comparado entre todas as classes. Escores z
significativamente positivos indicam que a regido selecionada estd sob a influéncia de selecao
positiva, enquanto valores significativamente negativos indicam sinal de sele¢ao purificadora.
Quando um escore z significativo ¢ detectado em categorias com magnitudes mais conservadoras (1
a 3), a propriedade ¢ considerada sob selecdo estabilizadora. Por outro lado, a propriedade ¢
considerada sob sele¢do desestabilizadora quando um escore z significativo ¢ detectado em uma
categoria com magnitude mais radical (6 a 8) (McClellan et al. 2005). McClellan et al. (2005)
definem sele¢do estabilizadora como a sele¢cdo que tende a manter os atributos bioquimicos da
proteina, mesmo que tenha havido uma inferéncia de sele¢do positiva, e selecdo desestabilizadora
como uma selecdo que favorece mudancgas estruturais e funcionais em uma regido da proteina.
Dessa forma, a selegdo positiva-desestabilizadora representa uma assinatura de adaptagdo
molecular.

Consideramos oito categorias de magnitude de mudanca para as analises e seguimos
a categorizacdo apresentada por McClellan et al. (2005). Apenas propriedades de aminoacidos
identificadas por um escore z significativamente positivo nas categorias de magnitude 6, 7 ou 8
foram consideradas como sendo afetadas por sele¢do positiva-desestabilizadora. Para se verificar
quais regides especificas eram afetadas por tal sele¢do, realizamos uma analise da janela deslizante
usando as propriedades de aminodcidos cujos resultados foram significativos para as mudangas.
Janelas deslizantes de comprimento de 20 aminoacidos com um passo de um codon foram

selecionadas por apresentar um melhor sinal, de acordo com Porter et al. (2006).
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3. Diversidade genética da regiao de fru comum aos sexos e testes de selecao

fndices de diversidade geral, tais como a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica
(m) (Nei 1987), o numero de sitios polimoérficos, as diversidades nucleotidicas sindnima (7ts) € ndo-
sindnima (ma) foram calculadas em nossos dados populacionais usando o programa DnaSP ver.
4.10.9 (Rozas et al. 2003). Redes de haplotipos foram inferidas no programa TCS 2.1 (Clement et
al. 2000) e foram manualmente convertidas a formatos de arvore Newick para algumas das analises
de deteccdo de selecdo. Os testes de neutralidade D de Tajima (Tajima 1989b) e D e F de Fu e Li
(Fu & Li 1993) foram realizados no DnaSP usando seqiiéncias de Bactrocera dorsalis como grupo
externo, por ser a espécie mais proxima de Anastrepha cujo dsx se apresentava completo. Para a
analise de dados populacionais, buscamos testar se mutagdes que levam a alteragdoes de
aminoacidos tem maior ou menor probabilidade de deixar descendentes na populacdo. Se esta
regido esta evoluindo neutramente, ndo esperamos encontrar diferencas entre tais probabilidades
quando comparamos mutac¢des sindnimas e nao-sindnimas. Caso a regido esteja sujeita a selecao
purificadora, esperamos que a maioria das mutagdes nao-sindonimas deixe menos descendentes do
que mutacdes sinonimas (Yang 2002). Por outro lado, caso esta regido esteja sujeita a selecdo
positiva, podemos encontrar mutagdes vantajosas que estejam em alta freqiiéncia, e com isso,
podemos ter que tais mutagdes deixariam mais descendentes do que outras mutagdes (Fay & Wu
2005). Realizamos dois tipos de testes estatisticos para tentar detectar tais sinais, em que
consideramos apenas mutagdes que estavam presentes pelo menos em dois ou mais haplétipos, uma
vez que estamos buscando contrastar probabilidades diferenciadas de sobrevivéncia, devemos
considerar apenas mutagdes que ja sobreviveram tempo suficiente para se reproduzir. Mutagdes que
estdo presentes apenas em singletons nao passaram ainda pelo teste evolutivo da sobrevivéncia e
reproducao no tempo (Templeton 1996). Um dos testes estatisticos fez uso de testes exatos de
Fisher em tabelas de contingéncia 2 x 2 (Templeton 1996), que ¢ uma versdo mais refinada do teste
de McDonald & Kreitman (1991), uma vez que avalia também polimorfismos intraspecificos e nao
apenas faz um contraste entre mutagdes polimorficas e fixadas entre linhagens. Estas tabelas foram
feitas para se contrastar a distribuicdo de substituicdes sinonimas e nao-sindnimas em haplotipos
encontrados nas pontas ou no interior (haplétipos jovens ou antigos). Contudo, consideramos isso
de forma hierarquica, contrastando classes cada vez maiores de mutagdes, por exemplo, mutacdes
que deixaram dois, trés, quatro descendentes e assim sucessivamente. Alternativamente, realizamos
o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitmann, que neste caso testa se mutagdes sindnimas € nao-
sindnimas apresentam um numero distinto de descendentes em nossas amostras através de uma

analise de ranqueamento.
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Resultados

1. Sele¢ao positiva em fru

Amplificamos aproximadamente 802 pb abrangendo um intron de 81 pb e 721 pb do
primeiro éxon da regido conectora do fru para 50 individuos de trés espécies do género Anastrepha
(A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula). Selecionamos trés destes individuos, sendo um de cada
uma das espécies acima mencionadas, para o estudo macroevolutivo da selecdo na regido conectora
de fru.

A variagdo no regime seletivo sobre a regido conectora de fru foi investigada pela
analise da razdo das taxas de substituicdes nao-sindnimas por sindonimas (®) (Yang et al. 2005;
Zhang et al. 2005). Os parametros dos modelos nulos M1a e MA restrito e do modelo alternativo
MA estdo apresentados na Tabela B2. O teste que contrasta os modelos M1a-MA rejeitou o modelo
nulo de restri¢ao seletiva (0 < o < 1) indicando que os ramos background e foreground (Figura B1)
divergiram nesta regido por meio de uma restricdo seletiva mais branda ou por selecdo positiva
(Tabela B3). Para discriminar as duas hipoteses, contrastamos os modelos MA restrito e MA, em

cujo contraste o modelo nulo foi novamente rejeitado (Tabela B3).

Tabela B2. Parametros estimados e valores de logaritmo da maxima verossimilhanga para os
modelos M1a, MA e MA restrito.

Modelo Parametros LnL
Mla wo=0,065 po=0,870
Modelo nulo o, =1,000 p;=0,130 -3647,925
MA restrito (m, = 1, fixado) ®o=0,050 ,=1,000
Modelo nulo Po=0,653 p;=0,096 (p2+p3)=0,252 -3629,574
MA o= 0,053 m, =82,666
Modelo alternativo po=0,679 p;=0,093 (p2+p3)=07228 -3627,665

Lnl = logaritmo da maxima verossimilhang¢a; ®, = valores de dN/dS para sitios com 0 < ® < 1;
®; = valores de dN/dS fixados a 1; @, = valores de dN/dS para sitios ® >1 e correspondem apenas a sitios no
ramo foreground.

Tabela B3. Comparag@o por LRT dos modelos M1a, MA e MA restrito.
Sitios selecionados

Contraste LRT G.L. Probabilidade - positivamente
Mlax MA 40,52021 2 p<10® 16, 25,31, 49, 61, 64, 65,
MA restrito x MA 3,816756 1 p<0.05 83,105, 111, 131, 164,

167, 188, 194, 195,
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Figura B1. Arvore filogenética gerada por Maxima Verossimilhanga no software Phylip ver 3.68. O
ramo foreground esta destacado em cinza.

A rejeicdo do modelo MA restrito indica que parte da regido conectora de fru se
diferenciou entre as linhagens mediante selecdo positiva. Assim, por meio da analise Bayesiana
(BEB) foram estimados 16 sitios com probabilidades posteriores de possuirem «® > 1 de 0,95
(Tabela B3 e Figura B2) que se concentram em um trecho que vai da extremidade 5’ até a regido
mediana do fragmento estudado (codons 16 a 195), sendo que na porgdo final ha predominancia de
sitios sob restri¢ao seletiva. Os dados do programa TreeSAAP (McClellan et al. 2005) indicam que
todas as 31 propriedades fisico-quimicas analisadas mostraram desvios significativos da
neutralidade a um limite de 0,05 no teste de ajustamento (Tabela B4). Todavia, apenas trés destas
propriedades mostraram escores z significativamente positivos nas categorias para mudancas
radicais (6 a 8): Tendéncias para a-hélices (P,), Hidropatia (H) e Peso molecular (M,,). A andlise
por janelas deslizantes mostrou que os aminoacidos selecionados positivamente concentraram-se na

extremidade 5’ da regido conectora de fru (Figura B3).
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Tabela B4. Detecgdo de sitios sob sele¢ao positiva desestabilizadora nas propriedades fisico-
quimicas dos aminoacidos do éxon da regido conectora de fru.

teste de .
. categoria Escore
Propriedade fisico-quimica ?éi;t:cr?;?\t; desestabilizadora z
neutra) (6,7¢8)

Tendéncias para a-hélices (Pa) 36,498*** 8 1,975%*
Average number of surrounding residues (Ny) 76,820%** - -
Tendéncias de estrutura beta (Pf) 67,631%%* - -
Bulkiness (B)) 40,169*** - -
Buriedness (B,) 47,688*** - -
indice cromatogréfico Ry 65,981 *** - -
Tendéncias de helicoidizagdo (P.) 82,908%*** - -
Composicao (C) 52,020%** - -
Compressibilidade (K) 36,874%%* - -
Constante de equilibrio (ionizagdo do COOH) (pK") 33,814%*** - -
Area de contato helicoidal (C,) 41,651%** - -
Hidropatia (H) 92,128*** 6 4,972%*%*
Ponto isoelétrico(pH;) 56,208%** - -
Long-range non-bonded energy (E)) 38,021 *** - -
Mean r.m.s. fluctuation displacement (F) 57,826%** - -
Volume molecular (M,) 48,275%** - -
Peso molecular (M,,) 53,230%** 6 3,928%**
Hidrofobicidade de consensu normalizada (H,,.) 29,042%*** - -
Volume especifico parcial(¥”) 22,173%* - -
Requerimento polar(P,) 77,854%** - -
Polarity (P) 117,046%** - -
Capacidade de estar na extremidade carboxi de uma alfa- 57,177%** - -
hélice (a,.)
Capacidade de estar no meio de uma alfa-hélice (o) 40,309*** - -
Capacidade de estar na extremidade amino de uma alfa- 35,782%** - -
hélice (o)
Indice refrativo () 17,263* - -
Short and medium range non-bonded energy (E.,) 73,460%** - -
Solvent accessible reduction ratio (R,) 16,175* - -
Hidrofobicidade circundante (/) 90,284 *** - -
Hidrofobicidade de transferéncia termodinamica (H,) 90,401 *** - -
Energia total ndo ligada(E)) 32,042%** - -
Turn tendencies (P,) 45,706%** - -

*p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001
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posicdo do codon

Figura B3. Estimativa de areas da regido conectora de fru sob selegdo positiva desestabilizadora estimados por janelas deslizantes. Os valores da
posi¢do dos codons representam os valores iniciais dos intervalos de 20 cédons. A linha horizontal representa o limite de significancia de 0,001 (com

corre¢ao de Bonferroni)
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2. Deteccao de selecao natural em dados populacionais de baixa divergéncia em fiu

2.1 Relacao filogenética entre os haplétipos e diversidade genética no intron e regido

conectora de fiu

Utilizamos a parcimoOnia estatistica para estabelecer uma rede de haplétipos entre as
seqliéncias populacionais obtidas para a regido intronica e conectora (Figura B4 e BS5). Estdo
resumidas na Tabela B5 as medidas de variabilidade nucleotidica para toda a regido seqiienciada e
cada dominio funcional. Considerando apenas a regido conectora das trés espécies, foram
encontrados 167 sitios polimérficos, sendo que nove dos quais tiveram mais de um variante
nucleotidico presente entre os haplétipos. Por outro lado, no intron foram encontrados 28 sitios
polimorficos e seis com mais de um variante nucleotidico (Tabela B5). A comparacdo entre as
seqiiéncias também revelou a existéncia de 38 haplotipos diferentes para o intron e 94 haplotipos
para a regido conectora, sendo a maioria composta por haplétipos tnicos promovendo, dessa forma,
elevados indices de diversidade haplotipica tanto para o intron quanto para a regido conectora. Os
indices de diversidade tanto para o intron quanto para a regido conectora foram relativamente
elevados, com estes ultimos mostrando os niveis mais altos (Tabela B5). Apesar da grande
variabilidade encontrada, ndo encontramos sinais significativos de recombinagdo através dos testes

implementados no RDP, ¢ a topologia da arvore tampouco ¢ congruente com tal inferéncia.
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Figura B5. Rede de haplotipos do intron adjacente a regido conectora inferida por parcimodnia
estatistica no TCS ver. 1.21.

Tabela BS. Estimativa da diversidade genética do primeiro éxon da regido conectora e intron.

Espécies N h Hd S Sy Nsy sg ms T Ts T, 0
A. fraterculus 37 36 0,998 + 0,007 82 42 34 78 4 0,011  0,0269 0,006 0,028 + 0,009
A. obliqua 41 40 0,999 + 0,006 80 41 39 77 3 0,013 0,0260 0,008 0,027 + 0,008
A. sororcula 19 19 1,000 + 0,017 62 39 26 60 2 0,014  0,0338 0,007 0,025 + 0,009
Anastrepha sp. 97 94 0,999 + 0,002 167 83 78 157 9 0,013 0,0299 0,007 0,047 + 0,009
A. fraterculus 37 22 0,922 + 0,030 17 - - 17 0 0,027 - - 0,057 £ 0,021
A. obliqua 41 11 0,429 + 0,097 8 - - 8 0 0,009 - - 0,026 + 0,012
A. sororcula 19 13 0,936 + 0,037 16 - - 15 1 0,039 - - 0,064 + 0,026
Anastrepha sp. 97 38 0,834 + 0,032 28 - - 22 6 0,026 - - 0,077 £ 0,023

As informacdes na area sombreada referem-se ao intron e na outra ao éxon (Regido conectora). N = numero de
seqiiéncias; h = nlimero de haplétipos; Hd = diversidade haplotipica; S = Numero de sitios polimérficos; S, = Numero
de mudangas sindnimas; Ng, = niimero de mudan¢as ndo-sindnimas; sg = singletons; m; = sitios com mais de 3
variantes; m = diversidade nucleotidica; ms = diversidade nucleotidica sin6nima; w, = diversidade nucleotidica nao-
sinénima; 6 = teta de Waterson.
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2.2 Espectro de freqiiéncia de sitios e teste de contingéncia.

Considerando todas as seqiiéncias em tUnico conjunto, todos os testes de selegdao
apresentaram valores significativamente negativos, tanto para a regido conectora quanto para o
intron (Tabela B6). Os mesmos testes foram realizados com conjuntos separados de A. fraterculus,
A. obliqua e A. sororcula. Para a regido conectora, todos os testes, a excecdo do D de Fu e Li,
continuaram mostrando valores significativamente negativos, ao passo que para o intron, somente o
D de Tajima para A. obliqua e o H de Fay e Wu para A. fraterculus e A. sororcula, continuaram
significativamente negativos. (Tabela B6). Note-se, porém, que apesar de continuarem negativos
para a regido do intron, os valores de H de Fay e Wu foram bem menores em relagdo aos
encontrados para a regido conectora. Contrario ao observado nos testes de neutralidade, a hipotese
de evolugdo neutra nesta regido do fru nao pdde ser rejeitada para este grupo de espécies quando o
teste de contingéncia de Templeton foi utilizado (Tabela B7), nem tampouco no teste de Mann-
Whitney considerando todas as substitui¢des presentes em mais de um individuo (Tabela B8). Por
outro lado, se ao invés de considerarmos apenas as mutacdes presentes em mais de um individuo,

considerarmos as presentes em pelo menos trés, este resultado ¢ significante (p < 0,03).

Tabela B6. Testes de neutralidade: regido conectora e intron.

Fu and Li FuandLi  Fayand Wu  Fay and Wu Tajima

Espécies D F H normalized H D
Anastrepha sp. -4,578%* -4,334%* -81,514%* -4,266 -2,435%*
fruitless A. fraterculus -1,584* -2,197 -46,276%* -4,079 -2,244%*
Reg. conectora A. obliqua -2,355% -2,590%* -30,660** -2,818 -1,924*
A. sororcula -1,596 ° -2,038" -24,883** -2,555 -1,882*
Anastrepha sp. -3,528* -3,412%* -8,766* -2,862 -1,989*
fruitless A. fraterculus -1,951% -2,157% -4,532% -1,944 -1,739%
Intron A. obliqua -1,181 -1,389 -2,813* -2,104 -1,839*
A. sororcula -1,205 -1,497 -2,164 -0,836 -1,476

*P<0,05; **P<0,01; #P<0,001
a ndo significativo 0,10 >P > 0,05

Tabela B7. Analise de contingéncia de mutagdes sindnimas e ndo-sindnimas
versus posicao na rede de haplétipos (interior ou de exterior).

Nao-sindnima Sin6nima
Exterior 86 93
Interior 23 44
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Tabela B8. Contagem de individuos gerados por mutagdes sindnimas € ndo-sindnimas internas

Mutagado Tipo de mutagdo interna Numero de individuos originados
interna Sinénima ou Nao-sinOnima a partir da muta¢do interna
2 Sindnima 2
3 Sinénima 2
7 Sinénima 2
12 Sinénima 2
21 Sindnima 2
24 Sindénima 2
26 Sinénima 2
32 Sindnima 2
32 Sindnima 2
32 Sinénima 2
33 Sinénima 2
34 Sindénima 2
34 Sinénima 2
17 Sindnima 3
17 Sinénima 3
17 Sinénima 3
1 Nao-sindnima 3
5 Sindnima 4
15 Sinénima 4
31 Sinénima 4
9 N&o-sindnima 4
18 Sinénima 5
18 Sinénima 5
30 Sinénima 5
6 Sindnima 6
6 Sindnima 6
14 Sindnima 6
29 Sinénima 6
6 Nao-sindnima 6
10 Sindnima 9
23 Sinénima 9
13 Sindnima 10
28 Sinénima 11
27 Sinénima 12
25 N3ao-sindnima 15
4 Nao-sindnima 16
22 Nao-sindnima 24
20 Sinénima 25
20 Nao-sindnima 25
11 Sinénima 26
19 Sinénima 27
16 Sindénima 33
8 Nao-sindnima 78

* Quando os dois tipos de muta¢des estdo presentes em um mesmo ramo
interno, cada uma ¢ contada independentemente.



2.3 Deteccio de selecio por maxima verossimilhanca

Como analisado nos dados interespecificos, a acdo da selecdo sobre a regido
conectora de fru foi investigada novamente nos dados populacionais pela analise da razao das taxas
de substituicdo ndo-sindnima pela sinénima (Yang et al. 2005). A Tabela B9 mostra que os
modelos nulos de restri¢do seletiva (sitios com ® < 1) ndo puderam ser rejeitados. Em concordancia
a este resultado, a anélise Bayesiana (BEB) indicou a a¢do preponderante de selecdo purificadora
nesta regido (Figura B6). Por esta figura percebe-se que o @ médio nesta regido varia em torno de
0,3 e sdo observados poucos sitios neutros (o ~ 1). Apenas os cédons 74 e 202 apresentaram o > 1,
com o = 1,18 e 1,45, respectivamente. Todavia a agdo de selegdo positiva nao pode ser confirmada,

visto que as probabilidades posteriores destes codons possuirem ® > 1 estdo abaixo de 0,95.

Tabela B9. Teste de heterogeneidade de » em sitios. Valores de maxima verossimilhanga,
estimativa de pardmetros e LRTs para a regido conectora de fru.

modelo nulo parametros InL, modelo alternativo parametros InL,y LRT (GL., p)
®o=0,27
(,00:0,27 [ON T 1 1,4X 10-5
o 1 =1 (fixado) ) ~ . w,=1 -2619,408
Mla (neutro) Py = 0,924 2619,996 M2a (selecdo positiva) po = 0,924 2. p=099)
P = 05076 P = 0,056
p3 =0,020
=1
§0= 2,030 0,00
M7 (B) p=2,030 2619334 M8 (B e o>1) — 433 -2619,334
10 categorias  q = 4,332 > 11 categorias gl _ (’) 2,p=1)
Wy = 1

o = estimativa de dN/dS < 1; o, = estimativa de dN/dS =1; m, = estimativa de dN/dS > 1; p, = proporcao de sitios com
0 <o < 1; p; = proporcao de sitios com ® = 1; p e q sdo parametros da distribuicao [3.

2.4 Detecc¢ao de selecdo por desvios em propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos

Por esta estratégia as substituicdes de aminoacido encontradas foram analisadas
considerando-se suas alteracdes em 31 propriedades fisico-quimicas, as quais estdo resumidas na
Tabela B10. Destas propriedades, 20 apresentaram um desvio significativo da expectativa neutra e
destas propriedades pré-selecionadas, quatro desviaram-se significativamente na dire¢ao de uma
mudanga radical com excesso de diversificagdo, ou seja, apresentaram sinais de selecdo positiva
desestabilizadora. Dentre estas propriedades sob selecdo desestabilizadora, trés estdo envolvidas na
conformagdo estrutural da proteina: Compressibilidade (K’), poder de estar numa extremidade

amino (o) e carboxi () de uma a-hélice. Apenas uma destas propriedades estd envolvida em
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mudangas quimicas: hidrofobicidade local (#,). A maior parte das mudangas em propriedades
estruturais ocorreram na extremidade 3’ do segmento, como revelado pela andlise por janelas
deslizantes (Figura B7). Apesar de a hidrofobicidade mostrar valores de z significativos, tais
valores tornaram-se limitrofes ao limite de significdncia de 0.01 na andlise por janelas deslizantes.

Assim, ndo foi possivel estimar com confianga qual regido apresenta desvios para esta propriedade.
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Tabela B10. Valores da analise de desvios em propriedades fisico-quimicas estimados no TreeSAAP.

Propriedades fisico-quimicas Teste de Categoria Escore z
ajustamento desestabilizadora
(expectativa (6,7¢8)
neutra)
Tendéncias de estrutura beta (Pp) 17,615%* -
Indice cromatografico (R)) 17,984* -
Tendéncias de helicoidizagéo (P.) 18,748* -
Composigao (C) 18,811%** -
Compressibilidade (K”) 18,238* 7 2,277*
Constante de equilibrio (ionizagdo do COOH) (pK") 20,619%* -
Area de contato helicoidal (C,) 32,312%%* -
Hidropatia (H) 14,393* -
Ponto isoelétrico(pH;) 24,670%** -
Mean r.m.s. fluctuation displacement (F) 20,331%* -
Volume molecular (M,) 15,734%* -
Peso molecular (M,,) 26,338*** -
Volume especifico parcial(V”) 17,734%* -
Capacidade de estar na extremidade carboxi de uma 21,462%* 6,7 2,502%*,
alfa-hélice () 1,729*
Capacidade de estar no meio de uma alfa-hélice (o) 27,203%*** -
Capacidade de estar na extremidade amino de uma alfa- 25,639%** 8 2,971%*
hélice (&)
Short and medium range non-bonded energy (Ej,) 17,239%* -
Hidrofobicidade circundante (H,,) 16,851* 6 2,160*
Hidrofobicidade de transferéncia termodinamica (H,) 17,076* -
Turn tendencies (P)) 39,276%** -

* p<0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001
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Figura B7. Estimativa de areas da regido conectora de fru sob selecao positiva desestabilizadora
estimadas por janelas deslizantes. Os valores das posi¢des de codons representam os valores iniciais
dos intervalos de 20 coédons. A linha tracejada representa o limite de significancia de 0,001 com
corre¢ao de Bonferroni.
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Discussao

Os genes relacionados a reprodugdo estdo entre os genes que apresentam as mais
elevadas taxas de divergéncia entre espécies. (Swanson & Vacquier 2002b; Cho et al. 2006;
Chapman & . 2008). Uma comparacao de sequéncias do gene fru de insetos de linhagens evolutivas
bem distintas demonstrou que embora os dominios de dimerizagdo (BTB) e de ligagdo ao DNA
(Zinc-finger) sejam muito conservados ao longo da linhagem dos insetos (Gailey et al. 2006), a
regido conectora e a extremidade amino da proteina mostraram elevada divergéncia entre as
espécies estudadas. Tais autores sugeriram que tais regides ou ndo desempenhariam fungdes
primordiais para a proteina e estariam divergindo por um relaxamento da restricdo seletiva, ou tal
regido conteria informagdes para o desenvolvimento do comportamento de corte de machos que
seriam especificas para cada espécie, dai sua alta divergéncia entre os grupos estudados.

No presente trabalho realizamos um teste direto do contraste entre a hipotese de
evolugdo por restri¢ao seletiva mais branda contra a de evolucao por selecdo positiva nesta regiao
conectora analisando modelos evolutivos distintos no PAML para dados macroevolutivos, em que
contrastamos moscas dos grupos Drosophilidae e Tephritidae, este ultimo representado por trés
espécies do gé€nero Anastrepha. Apesar da informagdo prévia da regido conectora ser bastante
divergente, a primeira hipdtese a ser testada era a de que esta regido estivesse realmente evoluindo
de uma forma menos restritiva (ou seja, mais neutramente). De fato, o primeiro contraste de
modelos evolutivos no teste de heterogeneidade de valores de o entre ramos e sitios (modelos M1a
e MA) indicou que esta regido do gene fru estd sendo afetada por sele¢do, embora tal teste ndo seja
capaz de discriminar entre selecdo positiva ou uma sele¢do purificadora mais relaxada. Ja o
segundo teste, contrastando os modelos MA restrito e MA, avalia diretamente a presenga de regides
que tenham evoluido por selecdo positiva e foi utilizado para contrastar as duas hipoteses de
evolugdo de sitios na regido conectora. Tal teste demonstrou, inequivocamente, que parte da
diferenciagdo entre as linhagens background (Drosophilidae) e foreground (Tephritidae) deu-se por
sele¢do positiva agindo ao menos em 16 sitios ao longo desta regido conectora (Figura B2).

Dos 16 sitios que foram detectados pelo uso do PAML, 14 estavam inseridos em
regides onde havia sido detectada sele¢do positiva desestabilizadora pelo TreeSAAP utilizando
estes mesmos dados. Os codons 16 e 25, por exemplo, estdo localizados na regido onde se estimou
um desvio significativo para diversificacdo na propriedade Tendéncia para a-hélice.
Provavelmente o desvio detectado nesta propriedade deveu-se a fixagdo de aminoacidos fisico-
quimicamente diferentes nestas duas posigdes. O mesmo valendo para outros sitios como 31, 49,

61, 64, 65 e 83 para a propriedade hidropatia. Dependendo do aminoécido alterado, uma mudanga
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radicalmente diferente em uma propriedade fisico-quimica pode levar & mudangca em outra
propriedade, visto que tais propriedades podem estar associadas. Por exemplo, o aminoacido
tirosina pode ser classificado como um aminoécido polar € a0 mesmo tempo um aminoacido de
grande volume (Sainudiin et al. 2005). Por outro lado, os sitios 16, 25 e 31, situaram-se na regido
onde Hidropatia apresentou desvios, porém tais sitios se envolveram em desvios em peso
molecular. Além disso, os sitios 188, 194 e 195 associaram-se apenas a desvios em peso molecular.

Apesar da abordagem por estudo da razdo dN/dS ser uma estatistica muito utilizada
para a detecgdo de sinais de selegdo positiva, ha algumas limitagcdes em sua capacidade de detectar
tais sinais. Muito de sua habilidade em detectar tal sinal pode ser perdida ou mesmo conclusdes
equivocadas podem ser tiradas se esta técnica for aplicada a regides consideravelmente conservadas
ou particularmente sendo considerarmos os efeitos que as mudangas de aminoacidos promoverao
nas propriedades fisico-quimicas das proteinas (McClellan et al. 2005; Porter et al. 2006). Por
exemplo, considerando-se apenas o excesso de substituicdes ndo-sindnimas pode-se concluir que a
regido estudada apresenta sinais de selecdo positiva. Contudo, se as substitui¢des ndo-sindnimas
observadas levarem a mudangas para aminoacidos quimicamente similares, o que se observa na
realidade ¢ a acdo de sele¢ao purificadora para manutencdo da estrutura e/ou fungdo quimica da
regido que apresenta tais mutacdes. Isso pode ser observado nos cédons 164 e 167, os quais foram
indicados como sitios que divergiram por sele¢do positiva, porém nido promoveram desvios
significativos em propriedades fisico-quimicas radicalmente diferentes. Logo, a fixagdo de
substituigdes nao-sindnimas nestes sitios indica muito mais uma restricao seletiva favorecendo
substituicoes conservativas.

Por outro lado, ao considerar as mudangas nas propriedades fisico-quimicas o
método de McClellan et al. (2005) permitiu a identificagdo de sitios sob sele¢do positiva mesmo em
regioes relativamente conservadas. Isso pode ser notado no trecho entre os codons 249 e 284, no
meio da BEB, onde observou-se um agrupamento de sitios preponderantemente neutros (o = 1) em
que o TreeSAAP mostrou desvios significativos para mudancas radicais na Tendéncia para o-
hélice.

Outra restrigao das analises da razao ®, que na verdade ¢ partilhada pelo TreeSAAP,
¢ que muito de sua habilidade em detectar sinais de sele¢do positiva pode ser perdida e conclusdes
erroneas podem ser inferidas se esta técnica for aplicada a regides consideravelmente conservadas
ou particularmente se estivermos considerando dados populacionais em que pouca diferenciacdo
existe entre os ramos (McClellan ef al. 2005; Porter et al. 2006; Kryazhimskiy & Plotkin 2008). Tal
limitagdo ¢ conseqiiéncia da estocasticidade do processo evolutivo, e portanto, linhagens que
tiveram pouco tempo de divergéncia t€ém também, como conseqiiéncia, uma pequena amostragem

das mutag¢des que ocorreram para se determinar a existéncia de selecdo positiva ou purificadora. Por
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este motivo, o uso de ® para a analise de selecdo positiva em dados populacionais ¢ em geral
desaconselhado (Kryazhimskiy & Plotkin 2008) e devemos utilizar de outras estratégias para se
tentar identificar tais padrdes de selecdo quando ha baixos niveis de divergéncia, como o detectado

para dados populacionais.

Padrao seletivo sobre fiu usando dados de baixa divergéncia

Mediante a estimativa de ® e considerando apenas os dados populacionais das trés
espécies de Anastrepha, nossos resultados fornecem pouco suporte para a hipotese de selecio
positiva na regido conectora do fru. Muito provavelmente, a baixa divergéncia entre as espécies
aqui analisadas foi responsavel por este resultado, uma vez que o poder de detecg¢do destes testes
diminui com a redugdo da divergéncia entre os taxa (Anisimova et al. 2001; Nickel et al. 2008), na
mesma propor¢do em que aumenta o problema com a estocasticidade evolutiva. Mesmo o valor
global de o estimado para esta regido deve ser considerado com certa cautela, pois para dados de
baixa divergéncia e que ainda contém polimorfismos ancestrais segregantes, os testes baseados na
variagdo de ® sdo pouco sensiveis aos sinais deixados pela sele¢ao (Kryazhimskiy & Plotkin 2008).
Neste contexto, um valor de ® = 0,27 para esta regido pode representar na realidade uma pressao de
selecdo purificadora bem mais intensa do que o indicado. Isto ocorre pela violagdo do pressuposto
de que toda a variacdo divergente encontrada entre as seqiiéncias ¢ considerada uma substituicao
que passou pelo processo de fixagdo na linhagem por deriva ou selecao (Yang et al. 2000). Esta
condicdo ¢, de fato, violada na comparacao de A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula, nas quais
polimorfismos ancestrais ainda segregam nas populagdes.

Ao contrario do observado nas analises por codons, encontramos certa similaridade
entre as propriedades fisico-quimicas detectadas em dados divergentes e pouco divergentes. Apesar
de ndo serem exatamente as mesmas propriedades, elas representam alteragdes similares na
estrutura ou condi¢do quimica da proteina: P, versus a. + a,; H versus H,; K’ versus M, .
Interessantemente, as trés propriedades estruturais afetaram areas aproximadamente congruentes na
extremidade 3’ da regido estudada, indicando uma predisposi¢do desta regido para diversificacido
em sua estrutura.

Novamente os resultados observados em dados de baixa divergéncia devem ser
considerados com cautela, uma vez que ainda ndo foi desenvolvido um trabalho rigoroso sobre a
robustez deste método frente a dados que ainda contém polimorfismos segregantes, e as restri¢des
condicionadas a estocasticidade evolutiva determinadas aos testes de razdo o aplicam-se

igualmente a esta estratégia, uma vez que ela baseia-se na estimativa inicial de sitios ancestrais para

71



determinar posteriormente se a mudanga na propriedade encaixa-se numa categoria de substituicao
radical ou ndo. Quando polimorfismos ainda segregam nas populagdes torna-se dificil estimar qual
o estado ancestral através do baseml, o qual € utilizado pelo TreeSAAP para realizar esta inferéncia.

Um dos testes que realizamos considerou as mutagdes sindnimas € ndo-sindnimas no
contexto da topologia do cladograma através do teste de contingéncia de Templeton (Templeton
1996). A ndo rejei¢do da hipotese nula neste teste indica que esta regido ou estd evoluindo de forma
preponderantemente neutra, ou as informagdes contidas nos dados ndo foram suficientes para a
deteccao de sinais de selecdo sobre esta regido. Entretanto, deve-se considerar que o poder deste
tipo de teste ¢ dependente do nlimero de contrastes definidos pela topologia da arvore, e portanto
diminui quando a topologia da arvore apresenta poucas ramificagdes internas como a encontrada na
rede haplotipica da regido conectora de fru. Este resultado ¢ corroborado pela estratégia ndo-
paramétrica de Mann-Whitney para investigagdo do padrao de sobrevivéncia diferencial entre
mutacdes sindnimas e nao-sindnimas no tempo evolutivo estabelecida por Sobrinho Jr. e de Brito
(subm.), que também nao foi significante. Interessantemente, quando consideramos apenas
mutagdes que deixaram mais de dois descendentes (ou seja, 3 ou mais), ao invés de dois ou mais
avaliados em dsx por Sobrinho Jr. e de Brito (subm.), encontramos evidéncias significantes de que
mutagdes ndo-sindnimas apresentam-se em mais descendentes do que mutagdes sindnimas também
em fru (p < 0,03). Desta forma, este teste mais uma vez foi capaz de detectar sinais positivos de
selecdo.

A comparagao conjunta dos testes de neutralidade permitiu-nos avaliar melhor a
influéncia da selecdo sobre estas regides, uma vez que cada um deles ¢ sensivel a um aspecto
particular do espectro de freqiiéncia (Zeng et al. 2007). As estatisticas D de Fu e Li e D de Tajima
indicaram um excesso de variantes de baixa freqiiéncia, porém, a estatistica significativamente
negativa de H de Fay e Wu mostrou um excesso de mutacdes derivadas de alta freqiiéncia. De
acordo com Fay & Wu (2000) um sinal evidente da ocorréncia de efeito carona por sele¢do positiva
¢ o excesso de variantes de baixa e de alta freqiiéncia coexistindo em uma populagdo, ao passo que
o esperado pela selecdo purificadora seria apenas um excesso de variantes de baixa freqiiéncia, que
foi exatamente o padrao detectado pelo teste de Mann-Whitney de Sobrinho Jr. e de Brito (subm.)
nestes dados populacionais de fru. Diversos processos diferentes, inclusive parametros
populacionais, podem causar excesso de alelos raros na populacdo, contudo, apenas selecdo positiva
e modelos demograficos especificos sdo capazes de explicar um excesso de alelos de alta
freqiiéncia (Fay & Wu 2000). Assim, a analise conjunta destes testes de neutralidade indica que a
regido conectora de fru de Anastrepha apresenta sinais da a¢do de selecdo positiva, se ndo na

propria regido em si, em uma regido muito proxima.

72



A comparacdo dos indices de diversidade entre a regido codificante do dsx estudada
por Sobrinho e de Brito (2009a) e da regido conectora de fru analisada neste trabalho indica valores
similares de diversidade haplotipica em 7 ¢ 6. Uma unica excecao foi a comparacao entre mysx € Ty
para A. fraterculus, na qual o valor de mysx foi quase 2 vezes maior que 0 Tgy; 1,8 X 102 e 1,1 x 10'2,
respectivamente. A andlise das seqiiéncias da regido conectora de fru mostrou um elevado nivel de
diversidade haplotipica, comparavel ao encontrado em dsx (Sobrinho e de Brito, 2009a). Tal nivel
elevado de diversidade pode ter como causa a estratégia amostral em que poucos individuos foram
coletados de diversas localidades diferentes adotada neste trabalho que favorece a ocorréncia de
haplétipos unicos, embora isto ndo explique o excesso de heterozigotos encontrados.

A recombinagdo intragénica também poderia levar a um aumento da variabilidade
nesta regiao, particularmente na diversidade haplotipica e consequentemente na heterozigosidade
encontrada na amostra. Todavia, os diversos testes realizados para deteccdo de recombinagdo nao
indicaram sua ocorréncia na regido estudada. Apesar destes testes ndo terem detectado eventos de
recombinacdo, isso pode também significar que recombinagdes teriam ocorrido a uma freqiiéncia
abaixo daquela detectavel por estes métodos (Posada & Crandall 2001). E particularmente relevante
ressaltar que tais metodologias sdo também sensiveis a divergéncia entre as regides sujeitas a
recombinagdo, de forma que a deteccdo de recombinagdo entre hapldtipos filogeneticamente
préoximos ¢ muito mais dificil do que entre haplotipos mais distintos, nos quais muitos eventos de
recombinac¢do podem ter ocorrido, facilitando assim sua detec¢ao (Posada & Crandall 2001) .

Embora a regido conectora tenha apresentado niveis relativamente elevados de
diversidade, estes ficaram abaixo daqueles encontrados no intron adjacente a sua extremidade 5'.
Isso sugere que as duas regides possuem dindmicas evolutivas diferentes, com o intron evoluindo
de forma menos restringida. Este padrao ja era esperado, pois a expectativa para regides nao-
codificantes como introns ¢ que elas evoluam neutramente, apesar de terem sido descritas algumas
regides intronicas mais conservadas que regides codificantes adjacentes (McAllister & McVean
2000). Interessantemente, observamos uma redug@o nos niveis de diversidade da regido intronica de
A. obligua em comparagdo com as outras espécies estudadas. Naquele grupo os valores de w e 0
chegaram a ser 3 vezes menores que os estimados para A. fraterculus € A. sororcula. Mesmo a Hd
mostrou valores 2 vezes menores que o encontrado para as outras duas espécies. Diferentemente do
observado nestas outras espécies, o intron de 4. obliqua apresentou indices de w ¢ O similares aos
encontrados na regido conectora desta mesma espécie.

Se considerarmos que estas regides intrOnicas estariam evoluindo neutramente,
niveis de diversidade similares deveriam ser encontrados entre as trés espécies aqui estudadas. Um
desvio desta expectativa sugeriria que as populagdes de onde as amostras se originaram passaram
por eventos demograficos distintos, ou que esta regido estd sob diferentes regimes seletivos entre as
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espécies. Eventos demograficos deveriam alterar a variagdo observada no genoma como um todo
(Templeton 2006), dessa forma, esta reducdo na diversidade do intron em A. obliqua deveria ser
observada também em regides proximas a esta no genoma. Neste caso, devemos descartar
discrepancias associadas a desvios causados pela amostragem e por diferentes eventos
demograficos, pois as seqiiéncias provéem dos mesmos individuos e tal reducdo na diversidade nao
foi observada nas respectivas regides conectoras ligadas aos introns € mesmo na regido codificante
do dsx proveniente destes mesmos individuos (Sobrinho e de Brito, 2009a).

Devemos, entretanto, considerar as conseqiiéncias de um potencial efeito carona
afetando esta regido. Esta ¢ uma possibilidade factivel, considerando-se a existéncia de um ramo
maior que distingue a maior parte das A. obliqua das outras espécies aqui estudadas. Tal ramo pode
indicar um selective sweep que aconteceu naquela espécie e a diferenciou das outras. Um evento de
selective sweep leva a redug¢do da variacdo genética local com o aumento da freqliéncia de
polimorfismos que estejam a ele associados e dependendo de sua intensidade pode até levar a
fixagdo total na regido (Fay & Wu 2005). Apos tal reducado, leva um certo tempo até que a variagao
genética se recupere, pelo acimulo de mutacdes aleatérias. Quando apenas a deriva e a mutacgao
contribuem para o aumento desta diversidade, levam em média 4N geracdes para que esta
diversidade seja recuperada aos niveis do equilibrio de Fisher-Wright, enquanto que se existe
selecdo purificadora levara um tempo maior. Contudo, quando existe selecdo positiva agindo na
regido, alelos que sdo favorecidos irdo mais rapidamente recuperar suas altas freqiiéncias alélicas, o
que ird também afetar o nivel médio de heterozigosidade da regido sob selecao positiva. Portanto, a
existéncia de um selective sweep terd um efeito mais prolongado no nivel de variagdo genética em
regides sob sele¢do purificadora, menos prolongado em regides sob neutralidade e ainda menor em
regides sujeitas a selecdo positiva (desde que esta ndo seja forte o suficiente para levar a novos
eventos de fixagdo). Dessa forma, o fato de termos encontrado uma variabilidade genética similar
na regido codificadora nas trés espécies e uma reducdo na variacao do intron de 4. obliqua, sugere
que um selective sweep afetou tal espécie de forma que a variagdo intronica ainda ndo estd
recuperada, enquanto a variagdo na regido codificadora, sujeita a sele¢do positiva, ja recuperou, ou
manteve, valores similares aos das outras espécies. A topologia do cladograma gerado para os
dados de intron ¢ condizente com esta hipdtese ao apresentar um excesso de alelos raros em uma
estrutura do tipo estrela. Os valores de H de Fay e Wu muito menores na regido codificadora que os
estimados para o intron, somente confirmam esta hipotese.

A Figura B4 revela claramente a presenga de diversos haplotipos compartilhados
entre as espécies, principalmente entre A. fraterculus e A. sororcula, com conex@o entre si por
poucos passos mutacionais. Isto sugere a inexisténcia de marcadores especificos para cada espécie,

apesar de haver uma separacdo por alguns passos mutacionais entre um grande nimero de A.
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obliqua das demais espécies, a qual praticamente polariza a rede haplotipica em dois grandes
grupos. Do lado esquerdo da rede temos um aglomerado de haplotipos oriundos principalmente de
A. obliqua e do lado direito o grupo ¢ formado principalmente por A. fraterculus e A. sororcula.
Apenas 7 haplotipos ndo pertencentes ao grupo de A. obligua foram encontrados neste agrupamento
e 5 haplétipos de 4. obliqua participam do agrupamento de 4. fraterculus e A. sororcula. Este ¢ um
padrdo muito semelhante ao encontrado na resolu¢do da arvore filogenética entre duas espécies
intimamente relacionadas de Gryllus (Andrés et al. 2008). Tanto neste trabalho quanto em nosso,
uma proteina relacionada a caracteristicas reprodutivas, apresentou uma resolugdo filogenética
maior que a de outros genes. Por exemplo, no caso do grupo de espécies fraterculus, marcadores
mitocondriais foram incapazes de estabelecer uma monofilia, mesmo que ténue entre os membros
de deste grupo (Smith-Caldas et al. 2001). Uma das possiveis explicagdes para a resolucdo mais
fina trazida pelo fru reside no fato desta regido estar se divergindo adaptativamente e talvez
participando de um evento de isolamento reprodutivo. Se esta hipotese provar-se verdadeira, o
favorecimento de poucos variantes neste gene eliminaria mais rapidamente polimorfismos
ancestrais ainda presentes entre estas espécies favorecendo a deteccdo de monofilia, pelo menos
deste grupo.

Ao contrario da conclusdo de Gailey ef al. (2006) de que a regido conectora de fru
tenha evoluido por relaxamento na restri¢do seletiva, concluimos que esta regido se diversificou em
parte por episddios de selecdo positiva. Por este gene estar envolvido no desenvolvimento do
comportamento de corte masculino, tais episédios de evolucdo adaptativa em fru pode, muito
provavelmente ter se dado por sele¢do sexual. As conclusdes aqui tiradas referem-se principalmente
a comparacao de taxons que se divergiram ha mais tempo, embora tenhamos evidéncia de um
possivel evento de selective sweep, provavelmente associado a separacdo de A. obliqua de A.
fraterculus e A. sororcula. Apesar de termos encontrado uma associagdo significativa entre a
variagdo no gene fru e a separacdo de 4. obliqua, tais eventos podem estar associados apenas por
terem ocorrido historicamente em uma mesma época. Dessa forma, para uma resposta conclusiva a
respeito do papel efetivo do gene fru na separacao de A. obliqua, possivelmente por selecdo sexual,
serd necessario o estudo de todo o gene fru e até mesmo da sua interacdo com outros genes da

cascata de diferenciagdo sexual de forma a estabelecer de fato uma relagao causal.
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Capitulo IV

Evolu¢cao molecular do gene doublesex e fruitless :

Consideracoes finais
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Consideracoes finais

Estudos comparativos entre linhagens divergentes t€ém mostrado que genes da
cascata de diferenciacdo sexual possuem dominios extremamente conservados € que, por causa
disso, estdo sob uma elevada restricao seletiva (Gailey et al. 2006; Cho et al. 2007; Ruiz et al.
2007a; Ruiz et al. 2007b). Isso ¢ compreensivel, visto que tais genes sdo criticos para o
desenvolvimento do organismo e de caracteristicas intimamente relacionadas ao valor adaptativo do
individuo (Lee et al. 2001; Song et al. 2002; Zhang et al. 2006). Assim, espera-se que mutacdes em
regides importantes destes genes sejam em sua maioria deletérios e possam diminuir ou mesmo
eliminar a capacidade de reproducao do individuo, ou até mesmo impedir o seu desenvolvimento
adequado. Por exemplo, mutacdes em dsx, especialmente em seus dominios conservados, t€ém sido
associadas a fendtipos intersexuais inférteis (Zhang et al. 2006) e o mesmo vale para o gene fru, no
qual tém sido descritas mutagdes em seu dominios mais conservados, BTB ¢ de ligagdo ao DNA,
que levam a infertilidade (Lee et al. 2001). Dessa forma espera-se uma frequéncia menor na
populacdo de mutagdes ndo-sindOnimas segregando nestas regides e, em comparagdes
interespecificas, uma taxa de o reduzida indicando a acdo de sele¢do purificadora sobre estes
dominios. Implicita nas consideracdes acima estd a suposicdo de que regides importantes do
genoma deveriam estar sob uma pressao de selegdo purificadora constante. Entretanto, a dindmica
evolutiva dos genes € mais complexa. Regides com um padrao de diversificacdo proximo ao neutro
€ que a primeira vista mostram-se "ndo-funcionais", podem na realidade revelar importantes tragos
de selecao adaptativa. Em diversas situacdes, a sele¢do agindo em regides distintas no genoma pode
alterar nossa expectativa sobre a evolucdo de certos genes, particularmente em genes fisica ou
geneticamente ligados.

Mostramos neste trabalho que apesar de serem considerados “genes conservados”,
tanto fru quanto dsx apresentam regides que diversificaram-se via sele¢do positiva, especialmente
nos segmentos codificantes que conectam os dois dominios mais conservados destas moléculas. Isto
indica que, mesmo para dados populacionais, a grande proximidade existente entre estas regioes e
as regides conservadas sob sele¢ao purificadora ndo ¢ suficiente em geral para reduzir os seus
niveis de variagdo a ndo ser em circunstancias especiais, como um selective sweep aqui detectado.
Isso ¢ de certa forma interessante, uma vez que estas regides conectoras, notadamente em fru, eram
consideradas de pouca importincia para o funcionamento da proteina e deveriam evoluir
neutramente (Gailey et al. 2006).

Embora tenhamos detectado assinaturas de sele¢do positiva nos dois genes, o padrdo

observado em dsx diferenciou-se daquele verificado em fru. Neste ultimo gene, a ocorréncia de

71



selective sweep na regido conectora para o grupo de A. obliqua parece estar envolvida na
estruturacao da rede em dois grupos distintos, com o isolamento geral de 4. obliqua das outras
espécies. Este padrao ¢ ainda mais relevante em se considerando que nossos dados, tanto destes
quanto de outros marcadores genéticos, t€ém indicado que as espécies do grupo fraterculus
apresentam baixa diferencia¢do e pouca subestrutura populacional mesmo em nivel continental. Por
este motivo, a existéncia de um ramo em fru com diversas mutagdes, a grande maioria ndo-
sindnima, que separa a grande maioria de espécimes de 4. obliqgua dos espécimes de A. fraterculus
e A. sororcula ¢ o padrao esperado para os genes chamados de especiagdo, ou seja, genes que
estejam envolvidos com o sistema de reconhecimento e determinacdo das espécies. Um padrao
semelhante foi encontrado em genes expressos em tecidos reprodutivos em uma busca para
marcadores genéticos que discriminassem duas espécies cripticas de grilos que tinham grande
dificuldade de diferenciagao pelo uso de diversos marcadores (Andrés et al. 2008), reforgando a
hipotese de que genes envolvidos com caracteristicas reprodutivas sdo candidatos favoraveis para
se detectar a monofilia de espécies recentemente divergidas que ainda retém muito polimorfismo
ancestral.

Por outro lado, os dados obtidos para dsx sdo também interessantes e evidenciam
algo diferente, uma vez que os dados de dsx revelam mutagdes radicais que estdo distribuidas em
um padrdo especifico continental de forma que a grande maioria dos espécimes coletados
apresentam-se homozigotos e com uma distribuicdo especifica no Brasil, ndo obstante a baixa
diferenciagdo continental para outros marcadores genéticos.

Vale ressaltar que a deteccdo de sinais de selecdo positiva ndo ¢ uma tarefa trivial,
principalmente quando estudamos genes que estdo sob razoavel restri¢do seletiva. Além disso, as
estratégias geralmente usadas para sua deteccdo sdo mais adequadas para o contraste de seqliéncias
que apresentam uma grande diferenciacdo, e ndo dados populacionais, uma vez que estas
metodologias tém problemas para lidar com a estocasticidade evolutiva (Kryazhimskiy & Plotkin
2008). Por causa disso, tentamos uma abordagem que ndo sé avaliasse se a mutagdo levaria ou nao
a uma alteragdo de amino-acido, mas também sua “importancia” na molécula, considerando, para
isso, as mudancgas nas propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos mutados e sua persisténcia na
populagio, medida através do niimero de copias deixadas por ela ao longo do processo evolutivo. E
claro que esta metodologia por si s6 ndo ¢ suficiente para entender por completo a dindmica
evolutiva do gene estudado. Para tanto, devem ser utilizadas diferentes abordagens para detec¢ao de
selecdo, principalmente quando estudamos dados intrapopulacionais, que apresentam baixa
divergéncia e estdo sujeitos as diferentes dindmicas populacionais. Apesar de ja existirem inimeros
testes para detec¢do de selecdo em dados populacionais que fazem uso da freqiiéncia de alelos raros

ou comuns ¢ sua distribui¢ao na populagdo, esta metodologia representa uma abordagem inovadora
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ainda ndo utilizada em estudos de genética evolutiva, por considerar simultaneamente a frequéncia
de uma mutagdo, a mudanga causada por ela nas propriedades dos aminoacidos mutados e sua
posi¢ao numa rede haplotipica. Utilizando-a pudemos inferir pelo menos duas mutagdes sob selecao
adaptativa, estando uma delas localizada no préprio dominio de ligagdo ao DNA de dsx. Contudo,
tais conclusdes devem ser tomadas com cautela, uma vez que ndo foram realizados estudos sobre a
robustez da andlise frente a detecgdo de falsos positivos. Estudos estes que merecem e serdo

realizados no futuro através de simulagdes computacionais.
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Anexo 1. Alinhamento das sequéncias de doublesex, mostrando os haplétipos obtidos neste trabalho. Os pontos “.” representam base idénticas as da

seqiiéncia de referéncia; tracos
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indicam auséncia de bases.
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Anexo 2. Alinhamento de doublesex. Dados macroevolutivos. Os pontos “.” representam base idénticas as da seqii€ncia de referéncia; tragos

1313

indicam auséncia de bases.
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D. mojavensis = .. G........ T..G..C..... C........ C..... C..T..T..C..A..... AC.T..... G........ T
D. ananassae = ... T..T..C........... G..C..A..G.............. C........ c..C..C...C....... G..........
B. dorsalis = ........ S CAT......... GCA..... T..C..T..G........ CAG...C..... T..... C..C..TC.C..T........ T..T
B. tryoni .TG....T..... T...CGT......... GCA..... T..C..T..G........ CAG...C..... T..... C..C..TC.C..T........ T..T.
B. oleae @ L....... R CAT......... GCA..... T..... T..... T..... CAG...C..... T..... C..A..CC.C..T..... A..T..T.
C. capitata = ........ T....oo... ACA...T...... GC..... C...... G..... A..T...AG...C..... T..T..C..A..TC.C..A..T..G..T....
A. sororcula (86-S)  ........ S C....T...... GCA..... T..... T..C........ CAG...C..... T..... C..... CC.A..C..T..T..T..T.
A. obliqua (32-0) = ........ S C....T...... GCA..... T..... T..C........ CAG...C..... T..... C..... CC.A..C..T..T..T..T.
A. fraterculus (66-F) ........ R C....T..... AGCA..... T..... T..C........ CAG...C..... T..... C..... CC.A..C..T..T..T..T.
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
e e T e e e I
D. yakuba CCCGCTGCCGCAATCATGGCCTGAAGATTACACTGAAGGGACACAAGAGGTACTGCAAGTTCCGCTATTGTACGTGCGAAAAGTGCCGGCTGACGGCGGA
D. melanogaster = = ... .. ..o, A..... C..C..A............ C C..C........ G........ Ao
D. simulans = e C..C..iiiiiiiin Ctt e C..C........ G........ Ao,
D. sechellia @ = = . e C..Cooiviiiiiii G e C..C........ G........ A..... ...
D. erecta = = i A........ C..C....... ... C e C..C........ G, e
D. pseudoobscura = ....... T..A..C..C.............. C........ C...... C.A.......... A...... C..C........ Gt e
D. persimilis = ....... T..A..C..C........von. C...oovn C...... C.C.......... A...... C..C........ Gt e e
D. virilis G..... T..... C..C..G........ C...T....... C...... Covinininnn A......... C..C..... Coviiiiiiia c..c
D. mojavensis G..... T........ C..G........ C..CT....... T...... C.CGGACAGGCAGCG. .TG..G.CC.TGCA. .C-——————————=————————
D. ananassae = . .iiieiiiaenenn C..C...T....... C..C........ C...... C.C.......... A...... C..C..C..... G..... T..... C........
B. dorsalis AL .G..L L. T...oo... G..C..A..C..... A..A........ AC T..T........ A.T C..T..T..... A..... CT.A..C..C
B. tryoni ALG..L .. S A..C..A..C..... A..A........ AC....T........... A.T...C..T..T..... A..T..CT.A..C..C
B. oleae ALG.. L. A........ A..C..A..C..... A..A........ AC.A..T........... T..... C..T..T........... CT.A..C..C
C. capitata .TA.G..... T, A..C..... C..... A..A........ AC.C..T..... A..... S A........ A..T..CT.A..A..C
A. sororcula (86-S) ..ALA..... T..vovn.. A..A..A..C...T....A........ AC.C..T..T........ G.T...C..T........ A..T..C..A..C..C
A. obliqua (32-0) .CAAL L. b A..A..A..C...T....A........ AC.C..T..T........ G..... C..T........ A..T..C..A..C..C
A. fraterculus (66-F) ..A.A..... T........ A..A..A..C...T A........ AC.C..T..T........ G..... C..T........ A..T..C..A..C..C
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
e e T T e e e S e o I
D. yakuba CCGCCAGCGGGTGATGGCTCTGCAAACGGCCTTGAGGCGAGCCCAGGCGCAGGACGAGCAGCGGGCACTGCACATGCATGAGGTGCCGCCTGCCAATCCG
D. melanogaster @ = @ . e e e e e e S G........... C e
D. simulans =000 ... ot e e e Gt e
D. sechellia = = = ...ttt G e e C..... e C..... A..... C.o...l
D. erecta e e e e e e e e e e e e e e e G........... C
D. pseudoobscura = = .......ciieiiiiinon. C..C..G...... C..C.C. ittt i i C..C........... Covivnini, C.GTCGA..
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persimilis = 0 0 .........iiciic.... C..C..G...... C..C.C........ - C..C........... C.oooiiii C.GTCGA. .

virilis TA.G..... C........ G..... G..... GC..C....T..T. .ttt AT.G........... C.ooiiiii. GC .GGCGGGC
mojavensis = === —mm—mm—mmmmm—m——mm——m——— - G.GCTC.T..C....ii it iiiinennnn A..CT.G..C........ Covivniinn, C.GGCGA.A
ananassae T..AA....A..... C..... G...... C....... G........ Co i G..C........ C.oiiiiinn GA.T.CAA
dorsalis T..T..... [ A..... G..T..T........ G..A..A. ... ... AA...TT..... G..T..C..... A..... A.TGGTA.AT
tryoni T..T..... C..C..... A..... G..T..T..... A..G..A. .A. ... .. . AA...TT..... G..A..C..... A..T..A.TGGTA.AC
oleae T..T..A..C..C..... A..... G..... A..... A..G..A..A........ T..A..AA...TT..... G..T..C..... A..... A.TGGTC.AT
capitata T..T..A..C..A..... A..T..G..C..A........ T..G..... T..A..T..... A....TTT....G..A..C..A..... A..A.GTGT. .AC
sororcula (86-S) T..G..A..C..T..... G..A..G..A. .A...C.A..C..... A..C..... T..... A..C.TTT....G..... Cooiiiii. A.T.GT..AT
obliqua (32-0) T..G..A..C..T..... G..A..G..A..A...C.A..C..... A..C..... T..... A..C.TTT....G..... C.oiiiiinn A.T.GT..AT
fraterculus (66-F) T..G..A..C..T..... G..A..G..A..A...C.A..C..... A..C..... T..... A...ATTT....G..... Covvinnnnnn. A.T.GT.AAT
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
e e e e
yakuba GCGGCCACAACTTTGCTGAGTCATCACCATCATGTCGCAGCTCCCGCCCATGTCCACGCCCACCATGTGCATGCCCATCACGCACACGGA-——=—====~
melanogaster = ........ G..CC.C. . ittt i i i i 2 Ce e
simulans 000 ........ G..CC..T.......... 1 e ettt
sechellia = ........ G..CC..T.......... P N ettt
L= o =T -2 ittt
pseudoobscura T.AA.T..TG.CC..... G.C..C..... C..C..... T..CA....... Cc..T A.T..T..C..C...C.G..C...AGC..T..C-=======—=
persimilis T.AA.T..TG.CC..... G.C..C..... C..C..... T..CA....... c..T...A.T..T..C..C...C.G..C...AGC..T..C—————————-
virilis ..TA.AG.GG.CC....C........ TGGG. . .CATCATCA.GTGCATGCGCA.GC.CA.AG...C.CC..... G....... GG..T..C-—————————-
mojavensis C....AG.GG.GC....TG.C..... TGCC. . .CATCATCA.GTGCATGCC---GCTCA.AG...C.CC..... G....... GC..T.CC--—=-=—=———
ananassae .GCA..G.C...C....C..C..C..... c..C.C...C..AG.A.T.GCC.C.GC.C..GCT..C..C..C...... GC.CACATGCACGGCGCCCATC
dorsalis .GAC.A..GG.A. .A..T.A...... T, .Cm—————mm
tryoni .GAC.A..GG.A..A..T.A...... T..C——— e e
oleae .G.C.A..GG.A..A..T.A...... T. . Cmm e —
capitata .AC.AG.GG.A. .A. . T.A...C..T.. . m————— e ———— -
sororcula (86-S) .C..... G..C .C.A...... .. m e e e e
obliqua (32-0) ..C..... G..C .C.A...... b ettt T
fraterculus (66-F) ..C..... G..C .C.A...... . = e e e e e e e e e e e e —————————
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
e e o O I
yakuba =0 —mmmmm———————- CACCACTCGCATCACGGACATGTCCTGCAC---CACCAGCAGGCAGCGGCGGCCGCAGCAGCAGCTCCGTCG-—=-=——=====—=——
melanogaster = = —---—--—---—- GGA. . . e e e e T ttitated bbb
simulans % ——-—==—=-—= GGA. ..t e e itttk b
sechellia = = = -—==-===———--- GGA. . . e e e S e e e e A........ T-——. . ... . —————————————
erecta = =000 memmm e e e e e e e Tttt tl bttt
pseudoobscura = ----—---- CACCACTCG........ C..... C..... G...... CAG......... AT..T...TT.A.GC..G........ T...——————————————
persimilis = 0—--—--—-- CACCACTCG........ C..T..C..... G...... CAG......... AT..T...TT.A.GC..G..T..... T...——————————————
virilis = = = 0 @memmmmmmmmmmmm—mmm—————— .. T.C...... GT..... e e e CAGCA...C..A..GA.G....TGG.AG.TGCACCGCCGCCA--
mojavensis = === —mmmmmmmmmmmmm————————— ... C..... G...... -——..T.. ... G..A..A..A..G..C..... AG.AG. .GCAGCAGCAGGAGC
ananassae ACGCCGCCCACGGA. . ... T..... C..... C..C..G...... el S A..G..A.T...A..C..... G..GG.AC.ACCA---—===—==——
dorsalis = ——————=-—--- TTG..... TCAT...... TTGA. .CAAAAT..T---..TGC.AGT..T..A..T..A........ T...G..G.A——————————————
tryoni ~00@—————————-- TTG..... TCAT...... TTGA. .CAAAAT..T---..TGCAAGT..T..A..T..A..... T..T...G..G.T-————————————~
oleae @ === ——mmm————-- TTG..... TCAT...... TTGA. .CAGAAT..T---..TGC.AGC..T..A..T..A..... T..T...G..G.A-—-—-———————————
capitata @ === Zzo —--=------- TTA..T..TCAC..... TTT.A..CCAAAT..T---..TGC.ACT..... C..T..A..... T..T...G.TG.T----—======——~
sororcula (86-S) - ----—--—---—=- TTA..T..TCAT....C.TTGA.CCAGAAT..T---..TGC.ACT..T..... T..... T..T..C...G.AG.A---——-—————————
obliqua (32-0) =  —==—==-=-——-—-- TTA..T..TCAT...... TTGA.CCAGAAT..T---..TGC.ACT..T..... T..... T..T..C...G.AG.A————————-——————
fraterculus (66-F) —--———-——--—- TTA..T..TCAT...... TTGA.CCAGAAT..T---..TGC.ACT..T..... T..... T..T..C...G.AG.A--———————————-—
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
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P O I
————————————— CTCCAGCCTCCCATCTT

P R e I

yakuba = -------------GCTCCAGCCTCCCATCTT------—-—————————————————————————— GGTGGGTCCACCACGGCCACCTCCAGCCTCCACGGT
melanogaster = = = @ ———mmm—mm———— i G —m e L C....G....... G.T...... A........
simulans = === 00000 mm e e T - L C....G....... G.T..T...A.T......
sechellia = = = @ —mmmmmm e e e e T E - L. C...G....... G.T..T...A.T......
erecta = = =000 s e T e ..Collll S G..A. ... . i
pseudoobscura = ----—--—-- CAGC.G..GCAG..... C..G—----- AGTGGGGGCCACAATGGGGCAGGAGCCACA. . .C.AG C...G..--—-...T.G..T..
persimilis = = = =  —-=———---- CAGC.G..GCAG..... C..G——--—--- AGTGGGGGCCACAATGGGGCAGGAGCCACA...C.AG....C...G..---...T.G..T...
virilis = @—====———-- CAGC.G...-—--..G..... G-————— GGAGCTGCT .CCCACAA.GG.T. GGG.---..T..G..T..C
mojavensis CGCACCGCCGGCTCAG. . .CAG. .G. .C. .G======—=—————————————————— AACAGT.CCCACAA.GG. ..... G.G.---..T..G..T..C
ananassae = = 000w m e e e e e e e TCCCA.TCCG..G....A..AG..---..... G..... C
dorsalis = = = 0 6 —mmm e e CATCA.CATATAT.G..A..G.T.CGTTCT.CG.CACA.
tryoni = =000 e e CATCA.CATATAT.G..A..G.T.CGTTCT.CG.CACAC
oleae @ 0 @0 @ mem e — CATCACCATATAT.G. .A..G.T.CGATCT.CG.CACA.
capitata @ = === @mmmm e CATCA.CACATA..G..A..A.TACGATCG.CA.CACA.
sororcula (86-S) = ————mmmmm e CATCA.CATATTT.G. .A..A.T.CGATCT.CG.CACAG
obliqua (32-0) =  ——=—————— - CATCA.CATATTT.G..A..A.T.CGATCT.CG.CACAG
fraterculus (66-F) —————————— - ———— CATCA.CATATGT.G. .A..A.T.CGATCT.CG.CACAA
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
e e O I
yakuba CACGCCCAC--—-—--=-=-=-=-—-—~— GCGCACCACGTCCACATGGCAGCCGCTGCAGCCGCTTCGGTGGCTCAGCACCAGCACCAAAGCCACCCACAC-————— T
melanogaster = = ... ... mmm e e e b L it
simulans =000 T e e e et e e e e L
sechellia @ = = @@ T e e e e e e G e T......—————-
erecta === L.l mmmmmm—————- . Covvviii. A e e CCACAC.
pseudoobscura = ..... T..T--—-—=—————= T...... A..A........ G..T..C..G..... CAA........ T..G..... G..CCA...GAGC...CAGCACC
persimilis  ..... T..T--—-——=—————- [ A..A........ G..T..C..G..... CA.A........ T..G..... G..CCA...GAGC...CAGCACC
virilis = .....0... TGCGCACGCCCAT.T...T..T.CT..T...... AG.AGC..C.T...C..A TG..A..G..... G..GCA..... AC. .ACAGCAGC
mojavensis = ........ TGCCCACTCACAC.T...T....CT........... T---A..T.GT..GT....CAG..... G..... G...CA...T.AC..ACAGCACC
ananassae = ..., .mmmmmmm——-—o C..T..... G........ C..A..G..C..G..C..A i CCCT...---———————--
dorsalis GT . AR, T--——mm oo o -
tryoni GC. . AA. T ————m——m
oleae GC. . AA. T mmm e e ———
capitata GC. . AR TT-————————mm e e e e e e ————
sororcula (86-S) AC. . AA, . T--—— - e e e e —— e
obliqua (32-0) AC. . AA, T----- e e
fraterculus (66-F) AC..AA. . T---—-—— - e e e e e e e e e e e e e e e e
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
e e
yakuba CGCACCACCACCACCATCAACAGAACCATCACCAGCATTCGCAT CAACCGGCCACGCAGACCGCTCTGCGATCTCCGCCGCACAGCGACCACGGGGG
melanogaster = ............o.... C..G——-..... C..oiiinl C....... Gt e G e e e T..T
simulans = 000 ... .i.iiiieeea.. C..G———..... C.ooiviinn C....... G..T.. . ittt G e T..... C
sechellia = = ... ..i.iiiiiiinnn C..G——-..T..C......... C....... Gt e G e e T..... C
erecta = =00 i C..G——-..... C....ov C....... G, i i e G e C
pseudoobscura A...T..T.CG..... C..G..TCCA..G....... CACA CACG---—--—=———=——=—-——- .G..C........ T..A.C..A...G....CC..
persimilis A...T..T.CA..... C..G..TCCA..G....... CACA...CACG--—===—=====—=————= P Y o T..A.C..A...G....CC..
virilis AA..G..G..... G..G..C..CC....CAG.A.C..CCA...G.CC..G...CAGC....TCAG. .ATC..T.CGAT.T..CTCACA.AG.G.TCAT..
mojavensis AC..G..A..G..G..G..G---C.A..A..A..... AC cC..T..G--————————————-— . .AACT.TTCGAT.T..CTCGCA.AG.G.TCAT..
ananassae . T....Cooo. L C..G---C.G.CG.CG..C..cCca..... CG..G-—-—---- CA....CAG.GCGC. .TGCGAT...... CGCA.AG.G. .CAC--
dorsalis = = = 0 memm e ———
tryoni = =000 e e e ————
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oleae

capitata
sororcula (86-S)
obliqua (32-0)
fraterculus (66-F)

yakuba
melanogaster
simulans
sechellia
erecta
pseudoobscura
persimilis
virilis
mojavensis
ananassae
dorsalis

tryoni

oleae

capitata
sororcula (86-S)
obliqua (32-0)
fraterculus (66-F)

yakuba
melanogaster
simulans
sechellia
erecta
pseudoobscura
persimilis
virilis
mojavensis
ananassae
dorsalis

tryoni

oleae

capitata
sororcula (86-S)
obliqua (32-0)
fraterculus (66-F)

yakuba
melanogaster
simulans
sechellia
erecta

810 820

CAGTGGG---GGCCCGGCCAGCAGCAGCTCTGGCGGTGGAGCCCCCAGTTCCAGCAATGCGGCAGCGGCCACTTCGAGCAGCGGATCCAGCAGTGGAGGA

830

840
\

..... oo N o S S T T
..... T.---..T.......Co........CevvvvvevBiennnnneeeee . TALL.AL....C..Tu e .m==..T..T
..... T.---..TG......C.........CovvvvveeeeBieenneneeeeee e TAL o€ Teueeeee===..T..T
..... o o
A..CATT---..A..A..T.C......... A..A..C...... AG.TCGAG...TGGC..C.TT-—-..... A.A....... C...Beoo.... c.c
A..CATT---..A..A..T.C...... T..A..A..C...... AG.TCGAG...TGGC..C.TT---..... A..A....... CT..A........ c.c
G.CA.CGTGA..G.A....CG........ C..T..C---..GAG.TCCAG..AT------ TG..AA.TG.C..A........ CA.GGC.GTA.C...C
G.CA.CGTG...G.A....C......... Covnnn ---.G.GGGGTCGGTGT . ---——- TT.GT....GC..C....AT.TGG.AGCTGC.TCGA.C
-------------------- C.........C..T..G.CG...AG.TCCAG.....CCA.C..T---.....C..C.....T........T...RAT. ..
————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— .T
————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— .c
————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— .C
————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— .T
------------------------------------------------------------------------------------------------- .c
————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— .c
————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— .c
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
B L e e I
GGAGGAGGAGGCGCAGGGGGGAGTTCGGGAGGCGEAGTAGGAGGTGGTAGATCCTCG-————~~ =~ GGGACATCGGTGATCACTAGCGCCGAT—————~~
............. e B S < B R < N R < T W Y - VA
............. e B o < B R R R « B < S S it WA
............. e O < B R O o R « B < B S aaiaiata Y U
........ LoD e < o B < B < Bt PPN « SIS CEE SR
T.TT..T..A.GC..RA.CG.AAGC..CA....CAGC..C.T....G..CGGG.CGGCAGTGGC. . .GTCAGT. .C..T..... T...... CCGCACA
T.TT..T..AAAC..A-—---- AGT...A....CAGC..C.T....G..CGGG.CGGCAGTGGC. . .GTCAGT..C..T..... T...... CCGCACA
CC. . CR.C.  Tmmmmmm oo o o oo o o e ..C.TTAGC..C..A..C..... T...-—-———-
A.C..CTCC...————————————— - A.C.CA.CT.GC.CT..CA.C..CGGAGGC——------- ..C.TCAGC..C..... Covinnnam e
.CT..CCC..G.TCA------ GGT.C...ATCC.CT..... A..ACCCCGGG.AGGCAGCAGC. .C..C........... C..... T..C---———-
..C..TAAT.TTAGCA.TA.TG. .AAC..C..TAT..CC..T. .AATAG.T. .TG.C-————---~- ATC..C..T..ACCTGGGTCG.TGCCACCACCCG
.C...AAT.TTAGCA.TA.T---——- ..T..TAT..CC..T..AATAG.T..TG.T--————-—~- ATC..C..T..ACCTGGGTCG.TGCCACCACCCG
..C...AAT.TTAGCA.T..TG..AAC..C..TAT..C...T..AATCG.T. .TGGC-——————-~- ATC..T..T..ATCTGGGTCG.TGCCACCACCCG
A.C..G..T..T-——————mm——mmmmm o TTT..CC..T...AT.G.T..TG.C-—————-—- ATC..... T..ACCTGTGTCA. . TCCACCACCCG
A.C..... T..T--——--—--—-- GGT..C..TATG..... T..CACAGT.C.GA.C--------- ATC..C..T..ACCTGTCTCA. . TCCACCACCGG
a.C..... I GGT..C..TATG..... T..CACAGT.C.GA.C--------~- ATC..C..T..ACCTGTCTCA. . TCCACCACCGG
A.C..... T..T--——m——————- GGT..C..TATG..... T..CACAGT.C.GA.C——------- ATC..C..T..ACCTGTCTCA. . TCCACCACCGG
R
--CATCAC
--..C.
--..C.
--..C.

850 860 870

880 890 900
\ \
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pseudoobscura
persimilis
virilis
mojavensis
ananassae
dorsalis

tryoni

oleae

capitata
sororcula (86-S)
obliqua (32-0)
fraterculus (66-F)

TGTCCACG
TGTCCACG
--..A..

--..C.

AA......
AA......
AA......
AA......
AA..... T
AA..... T
AA..... T
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Anexo 3. Alinhamento das sequéncias de intron fruitless, mostrando os hapldtipos obtidos neste trabalho. Os pontos “.” representam base idénticas as

(T3]

da seqiliéncia de referéncia; tragos “-“ indicam auséncia de bases.

10 20 30 40 50 60 70 80

e e T T T I T e

in_l—f .1 GT CAAAATATTTTACATATTTTCTAAAAATAT----- ATTCATCACT-AATACTCATCC-ACCACTAAACTTTTTCAG
in 1-£.26 ... e T N e e e e et
in 1-£.26 ... T e e e e
in 1-£.27 e T N e e e e it
in 1-£.30 L. T e e et
in 1-£.30 L. e T N e,
in 1-£.30 L. T e e et
in 1-£.32 L T N e e e et
in _1-0.9 L e e e T e e et e .
in 1-8.21 L i e e T TT TS IR Ry
in 2-f.1 L T e e G.....
in 3-f.11 B it _— ... -..C........ e e e e et
in_3-f.29 . —_— .. -..C........ " e ettt tcee e
in 3-0.2 . e —_— e -..C........ et ettt
in _3-0.2 . —_— ... -..C........ S e e e e e e
in 3-0.3 . e —_— e -..C........ e ettt
in 3-0.4 O -_— ... -..C........ S e e e e e e
in 3-0.4 . e —_— e -..C........ et ettt
in 3-0.4 [ i -_— ... -..C........ S e e e e e e
in 3-0.4 . e —_— e -..C........ et ettt
in 3-0.8 O -_— ... -..C........ S e e e e e e
in 3-0.8 . et —_— e -..C........ e ettt
in 3-0.8 O e —_— ... -..C........ S e e e e e e e
in 3-0.8 . e —_— e -..C........ e ettt
in 3-0.8 O —_— ... -..C........ S e e e e e e e
in_3-0.8 O e —_— ... -..C........ m ettt
in 3-0.8 B e =..C.oonl. S S S
in_3-0.19 TR 2 it —_— ... -..C........ et ettt
in 3-0.10 B e -..Cooivnl. Ry
in_3-0.10 TN 2 it _— ... -..C........ .
in 3-0.12 B . -..Coival. Ry
in_3-0.12 TS 2 it —_— ... -..C........ ettt
in 3-0.12 B e -..Coivnl. R
in_3-0.13 TR 2 it _— ... -..C........ ettt
in 3-0.13 B e -..Coivnl. Ry
in_3-0.14 TR 2 it _— ... -..C........ .
in 3-0.15 B € . —..Coiinl. Ry
in_3-0.15 TN 2 it _— ... -..C........ e ettt
in 3-0.16 TR —_— e -..C........ ettt
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Anexo 4. Seqiiéncias da regido conectora de fruitelss, mostrando os hapldtipos obtidos neste trabalho. Os pontos “.” representam base idénticas as da
seqliéncia de referéncia; tragos “-*“ indicam auséncia de bases.
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22 e e T
22 e e e T e et it ettt ettt ettt e e e e e e e e e
Y
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43-0.
44-0.
45-0.
46-0.
47-0.
48-0.
49-0.
50-o0.
51-o.
52-o0.
53-o0.
54-o0.
38-o0.
55-0.
56-o0.
57-o0.
58-o0.
59-o0.
60-0.
6l-0.
62-0.
63-0.
64-0.
65-0.
66-0.
67-0.
68-0.
69-0.
70-0.
71-0.
72-0.
73-0.
74-0.
75-0.
76-0.
T7-s.
78-s.
79-s.
80-s.
8l-s.
82-s.
83-s.
84-s.
85-s.
86-s.
87-s.
88-s.
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89-s.
90-s.
91-s.
92-s.
93-s.
94-s.
95-s.
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Anexo 5. Alinhamento de fruitless. Dados macroevolutivos. Os pontos .

auséncia de bases.

(Y32

representam base idénticas as da seqiiéncia de referéncia; tragos

e ¢

indicam

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B e e e T e I
D. pseudoobscura gtgcgcggtctcacagataacaacaatctgaactatcggtccgactgecgacaagctgegegactecggecgecageteccececcaccggecgeggacecctect
D. melanogaster = ..... L= [ 2 < t..... g..... t..g..g..... a..t..g..gagta
D. yakuba = ..... b c..C..... L g..... t..g..g..... a..t..g..gagta
D. virilis ... ..., [ S [ C..... t..... t..... e g..... t..a..... g...ag.-
D. grimshawi B < t..... L t...o.. g t..g..... t..g..t..t...ag.-
D. simulans = ..... o e < < t..... g..... t..g..g..... a..t..g..gagta
D. sechellia = ..... B e < < t..... g..... t..g..g..... a..t..g..gagta
D. erecta = ... =2 c..C..... =3 t..... g..... t..g..g..... a..t..g...agta
D. silvestris t.oo < t..... L ... g t..g..... t..g..t..t...ag.-
D. heteroneura F < 2 t..... =3 t....... g...t..g..... t..g..t..c...aqg.-
A. fraterculus (1-f.1) LT T G..C........ C..C..T..... TA.G..GCAT--———————. . .. ..... C. ATATC G AC....-———-
A. obliqua (39-0.2) T..T........ G..C........ C..C..T..... TA.G..GCAT---—----—-......... C..ATATC G...oiviii AC -———=
A. sororcula (93-s.22) T..T........ G..C........ C..C..T..... TA.G..GCAT--—-—-—————. ... ..... C..ATATC G. it i e AC -——
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
D e e e e I I I
D. pseudoobscura ccagctatgggggcggeggecteggg-——--—-—----- gtgggcgacggggtgcgagactca———cgcgactccctgcgctcc —————— cgctgcgaacg
D. melanogaster at---..c---act........ g..cggcgctgggggce. B T A - N o R - R < 1 et
D. yakuba at---..c---ac......... g..cggcgctggggge....c...t.c.a....c..... s e e e T e
D. virilis  —--—-—- -———. kool g..C——————————————= .c t-———..... C...... e it
D. grimshawi = —————, . .-—————. .. ........ C——————————————= N c..t ——— Ltk e
D. simulans at---..c---ac......... g..cggcgctggegge....c...t.c.a. c..a..C———........ Bt T T T
D. sechellia at---..c---ac......... g..cggcgcectggegge....c...t.c.a....c..a..c———. . ... ... - it
D. erecta at---..c---ac......... g..cggcgectggggge. .. .c...t.c.a Coinn Cc-—=...... a.t...... ..l
D. silvestris = = —--—-. . .-----—L.......... C-—————————————= N C...... e~ it bbb
D. heteroneura = = -—————. .. -—————. ... ... ... C-—————————————= N R C...... e - it bbb
A. fraterculus (1-f.1) ----- CA.TA.T..... T..... CGGCATCGGC------ AATGT A.ACA..C..A——--—- T..TCAA.A..TACGTGGTCGTGC.AC......
A. obliqua (39-0.2) = ----- CA.TA.T..... T..... CGGCATCGGC---—--- AATGT.A.ACA..C. .A---—-- T..TCAA.A..TACGTGGTCGTGC.AC......
A. sororcula (93-s.22) ----- CA.TA.T..... T..... CGGCATCGGC---—--- AATGT.A.ACA..C. .A---—-- T..TCAA.A..TACGTGGTCGTGC.AC......
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
| \ [ | \ | \ | \ - \ | \ | \ | | | |
D. pseudoobscura cgacctgecgecgacgagetgtegcagege-—-agcagCagC——— = — - s s s m s m m s e e ———
D. melanogaster g..t......oooii o, Q... e e agcatgagcgaacgcagcteg---————------ gcggcagcagcggcggcggcecggcagceca
D. yakuba g..t....ooiiia a........ e agcatgagcgaacgcagctecg---—--------- gcggcggcagcggcggecggeggcagcea
D. virilis = Li.ii...o.... t..t...ca..gca..agc...... ct.agcctaagtgaacgtagctce------------ gccgccgcecggeggcagcectgetgecgeg
D. grimshawi -..t..a.. .o tt..ca..gca.t-———...... ttaagcctgagcgaacgcaactcg-—----- gcagcagctgeccgccgeccgcagcagecagegget
D. simulans g..t.. .. ol a........ it agcatgagcgaacgcagcteg------------ gcggcagcagcggcggcggecggcagcea
D. sechellia g..t....ooiaaaL a........ e agcatgagcgaacgcagcteg------------ gcggcagcagcggcggcggecggcagcea
D. erecta g..t.... .ol a........ it agcatgagcgaacgcagcteg---—--------- gcggcggcagecggcggecggeggecagea
D. silvestris LT - ta..ca..gca..-——-...... ttaagcctgagcgaacgcaactcggaagcagctgeccgeecgecgecgecgecagcagcagegget
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OSbPLLLL

heteroneura
fraterculus (1-f.1)
obliqua (39-0.2)
sororcula (93-s.22)

pseudoobscura
melanogaster
yakuba

virilis

grimshawi

simulans

sechellia

erecta

silvestris
heteroneura
fraterculus (1-f.1)
obliqua (39-0.2)
sororcula (93-s.22)

pseudoobscura
melanogaster
yakuba

virilis

grimshawi

simulans

sechellia

erecta

silvestris
heteroneura
fraterculus (1-f.1)
obliqua (39-0.2)
sororcula (93-s.22)

pseudoobscura
melanogaster
yakuba
virilis
grimshawi
simulans
sechellia
erecta

i ta .gca..-——...... ttaagcctgagcgaacgcaatteg-—---- gcagcagctgccgececgeccgecagcagecagegget
A..A........ TT..CATGCA.AT---C........ AGTCTTCCGGACCGAAAT-——-————=———=————=—=———————— GCCGTCGCAGCTGCTACT
T..A..... T..TT..CATGCA.AT---C........ AGTCTTCCGGACCGARAAT-——-—-——————————————————— GCCGcCGCAGCTGCTACT
A..A........ TT..CATGCA.AT---C........ AGTCTTCCGGACCGAAAT-——-———————=————=—————=———— GCCGTCGCAGCTGCTACT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
B e [ T T T .. | P S I

——————————————————————————— gtgaatgccgccgecgeggectectgggectgacgacgeccagtgecggecgaacgatectecccagegtgggecageg

gcagcggtagecggccgetggeggecaat. . ... ... g..t....te..c.... ... C.ovnnnn CC.g i iiiiiiiennnnn [

gcggcggtagecggeccgecggeggecaat. .c... .. g..t....tc..c ........... [ CC.g. vt tiinnnenns [« [

gccgectgtggecgcagecggeggecaat. ... ... t....t...a..g..c........ = I e

gccgctgtcgetgecgcaggtggecaac. . ... ... a..a..t..t..g..c...t..g.a..c-———..c.g. ... =

gcagcggtagcggccgecggeggeaat. ... .. .. g..t....te..c..... ... C.vvnnnn CC.g i iiiiiiiennnnn [
gcagcggtagcggccgececggeggecaat. . ... ... g..t....tc..c.......L. [ CC.g. vt tiinnnennn [« [
gcggcggtageggecgecggeggeaat. ... ... g..t....te..c.... ... C.vvnnnn CC.g i iiiiiiiennnnn [

gccgectgtegetgecgetggtggecaat. .. ... L. a..a..t..t..g...... t..g....c—-..c.g.... i Ag. . i

gccgctgtegetgecgetggtggecaat. . ... ... a..a..t..t..g...... t..g....c———..c.g.... .. = T

GCCAGTGTGGGTAGTGTGAGTGCCAGTT .AC.AT....... A.TA...T....TT.A--——--————————— .. ...... T..A..G.TTACA----—-—--

GcCAGTGTGGGTAGTGTGAGTGCCAGTT .AC.AT....... A.TA...t... . TT.A--————————————=_ ... .... T..A..G.TTACA-------

GCCAGTGTGGGTAGTGTGAGTGCCAGTT .AC.AT....... ATA........ TT.A-—--——————————— . .. ..... T..A..G.TTACA----—---

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

....... a..g.....a..t..a.c..ta..g.....gg....a..g..c.
....... a..g.............ct.ta..g.....tg a..g.....
........... c.....g..t.ccatg..c..c..ag.c...........
——————————— t..t..a..t.ca.t...c..c..tg.t..c..t.....
....... a..g.....a..a c..ta..g.....qgg .a..g..c.
....... a..g.....a..a c..ta..a.....qgg .a..g..c.
....... a..g........a....cc.ta..g.....qgg .a..g..c.
——————————— tt..t..a..t.ca.t.---..c..tg.t..c..t..c.
——————————— t..t..a..t.ca.t...c..c..tg.t..c..t..c.
————————————————— .G..C.CAATG........AG.......T..G.
————————————————— ..G..C.CAATG........AG.......T..G.
————————————————— .G..C.CAATG........Ag.......T..G.
510 520 530 540 550
—_— \ | \ - \ | \ | \
tgca-------—---—---—--— e

.caat---..a..... Covinnnne ga--———————--——————----
caat---..a..... C.ovvvnnnn c.ga-----——————————----—=-—
gaa.---—a.a..C..C....ouvuun.n.. tt.a......o L -—-
caat---a.g..... c..t........ at.g..t......... ggc
caat---..a..... [ c.ga-————————-—--————————-
caat---..a..... C.ovvnnnnn c.ga---—-—-————————-—-—-—-----
.caat---..a..... [ c.ga-————————---————————-—
.caat---a.g..... c..t........ at.g..t......... ggc
.caat---a.g..... c..t........ at.g..t......... ggc. .
..A.A---,.T..C..C..... T..... G..AGG.G. .TCGACGAATAC
..A.A---,.T..C..C..... T..... G..AGg.G..TCGACGAATAC
..A.A---,.T..C..C..... T..... G..AGG.G. .tCG.CGAATAC
560 570 580 590 600
B I T e e
tgcagcgatcgtggcagecgagecggggcaccctecgag-——----------
........... .a.....a..c..t..g......-—m—m————————-
........... a........Cc..tL.g. Lo
[ P« I g immmmmm e
...................... a..t..g..g ———————————-
................... a..c..t..g......-———————————-
........... B A - A « R R o e itttk bl
........... T L « R« S ittt b bt
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silvestris
heteroneura
fraterculus (1-f.1)
obliqua (39-0.2)
sororcula (93-s.22)

pseudoobscura
melanogaster
yakuba

virilis

grimshawi

simulans

sechellia

erecta

silvestris
heteroneura
fraterculus (1-f.1)
obliqua (39-0.2)
sororcula (93-s.22)

pseudoobscura
melanogaster
yakuba

virilis

grimshawi

simulans

sechellia

erecta

silvestris
heteroneura
fraterculus (1-f.1)
obliqua (39-0.2)
sororcula (93-s.22)

pseudoobscura
melanogaster
yakuba
virilis
grimshawi
simulans
sechellia

——————————————————————————————————————————————————————————— g.........a.a..t..g..g —————— -
——————————————————————————————————————————————————————————— g..c.c... @ .t..g..g...———————————-
A GCTGCACCGGTAGCGGTAGTACCGTTGGTGGTGGAGTGTTAAATAGTCGCAAT .T...GCGAAT..T..... T..TGG.GGT.GTGGTGGTGCGGGA
A.GCTGCACCGGTAGCGGTAGTACCGTTGGTGGTGGAGTGTTAAATAGTCGCAAT..T...GCGAAT T..... T..TGG.GGT.GTAATGGTGCGGGA
A .GCTGCaCCGGTAGCGGTAGTACCGTTGGTGGTGGAGTGTTAAATAGTCGCAAT. .T. . .GCGAAT. .T..... T..TGG.GGT.GTGGTGGTGCGGGA
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
e e T e T I I I e e e
————————————————————————————————————————————— cgggccgacagtcgcgacgagectgttgcagectegattacagcaccaaggacaaca
————————————————————————————————————————————— a.g..t........t..t..a........g.....t a......t
————————————————————————————————————————————— a.g..t........t..t....LLlgelll Al
—————————————————————————————————————————————————— | A © [P Y « Y o [ < oA oA o4
—————————————————————————————————————————————————— t..t.....g..t......c.......g..c.L L bl lElL Lt
————————————————————————————————————————————— a.g..t........t..t....ooo gl LLialn Ll
————————————————————————————————————————————— a.g..t........t.. k...l gLt a......t
————————————————————————————————————————————— a.g...........t..t..olliiigelitll iAot
—————————————————————————————————————————————————— t..t.....g..t.....ecl. o ctlgaiel sl iEl LBl
—————————————————————————————————————————————————— t..t.....g..t......c.....t.g..c..... ...t Lt
AATGGAGGCAGCAGTGGCGGGCGCAGCAGCAGCATTGGTCGCGAT. .C. . . ... ..... T..T..A..CA....... A..C..T..T.A...... T...-
AATGGAGGCAGCAGTGGCGGGCGCAGCAGCAGCATTGGTCGCGAT. .C. . . . .. ... .. T..T..A..CA....... A..C..T..T.A...... T...-
AATGGAGGCAGCAGTGGCGGGCGCAGCAGCAGCATTGGTCGCGAT. .C. . . . ... .... T..T..A..CA....... A..C..T..T.A...... T..T-
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
| \ | \ | \ . \ | \ .. \ | \ | \ | | | |
acaacagcaacatcagcaacaccagcaacaacaataacaacaacagcagcagcaacaacaacaacaat--------—-———————————————————————
t....... g...t.gt...g..gg...... C.vinnnnn t.at.at.a......... t.g..gcagcaac---aataacaacagcagcagcaatag
t....... g.. t.gt (o C..... t..t.a..a..at.g..g..g9...t..caacaac----————- agcagcaatagggagcg
t..t..t....g..a..... Q. .80 Cuoviinennnn at....... g..gt.g..g...caataac-----———-—- aacaacaacaacaacag
el llasian L a..a...... t.gc.c..... g...t....a...... L caacagC———-—-—--——————---—————————-—
t...o.. g...t.gt...g..gg...... Covinnnnn t.at.a..a......... t.g..gcagcaac---aacaacaacagcagcagcaatag
t..t....g...t.gt...g..gg...... [ B t.a..a..a......... t.g..gcagcaac---aacaacaacagcagcagcaatag
t...... g..... gt...g.......... C..... t..t.a..a..a...t.g..g..g...caacaacaacaacagcagcagcaatagggagcg
R U AR « - T Q..8.. 0o C..... t.g..c..a..... gt.g.......... aacaac---——-——-————-——————————————
t..t g..a..... - - N Covinnnnn t c..a..g..gt.g...... caataac-----——-——-——-———- - ————
810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

————cgggagcgggaacgggagcgggaaagagaacgagagcgggacagcagcagggaccgcgagagggagctctccaccaccccggtggaccagctgagt

ggag..ca.caacagcg.c. .t..gc.g..g..... aa.a..gc.tgagc..... a.g..C........ [« F [« R [« S
caacaacagcg.a..... t...a gc.g...a8....... t..gc.tgagc.a...a.g..c ........ a.....0.. [« S [« I
cagca.ca.caaca.caaca.caaca.tc....g..ca.cgatag...aga...a..t..g..c....... ... .. g..g..C..... t...... t
—————————— a.cagcaaca.caaca.tc....g..ca. cgatag .agat..a..t..t..c........g.....g..g..c..a..t......t
ggag..ca.caacagcg.c..a..t..gc.g..g..g...a.a..gc.tgagc..... a.g..C........ [« F [« P [« S
ggag..ca.caacagcg.c..a..t..gc.g..g..g...a.a..gc.tgagc..... a.g..C........ (o P [« S (o SN
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erecta

silvestris
heteroneura
fraterculus (1-f.1)
obliqua (39-0.2)
sororcula (93-s.22)

pseudoobscura
melanogaster
yakuba

virilis

grimshawi

simulans

sechellia

erecta

silvestris
heteroneura
fraterculus (1-f.1)
obliqua (39-0.2)
sororcula (93-s.22)

pseudoobscura
melanogaster
yakuba

virilis

grimshawi

simulans

sechellia

erecta

silvestris
heteroneura
fraterculus (1-f.1)
obliqua (39-0.2)
sororcula (93-s.22)

caacaacagcg.a..... t
----aacagca.cagcaaca.caaca.tc....g..ca.cgatag...agat..a..
-aacaacagca.cagcaaca.caaca.tc....g..ca.cgatag...agat. .a..

A...... A.......
A...... A.......
A...... A.......
.

cgcaggac

L«
L«
L« S
.......... C---
.......... C---
.......... C---

- S t..gc.tgagec..... a.

........... L=
........... L
........... L= -
........... T T..A......CA
........... T T..A......CA
........... T T..A......CA

[ 2 (o S [ U (o SN
[ [« F g..a..c..t..t...... t
tooooa.. g..... g..g..c..t..t...... t
T..A A.G........ G........ T..TA.AG
T..A T.G........ G........ T..TA.AG
T..A A.G........ G........ T..TA.AG

970 980 990 1000

......... t........cata........a......Qg
........ t........cata........a......qg
........ t........cata........a......Qg
........ t........cata........a......g
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