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1- Resumo

Espécies do grupo fraterculus estdo relacionadas com os maiores danos a culturas
de frutas carnosas por atacar frutos verdes e maduros indistintamente, o que as torna pragas
de grande importincia econdmica. Contudo, estas espécies sdo de dificil distin¢do, com a
existéncia potencial de diversas espécies cripticas. Dessa forma, o entendimento da biologia
e, particularmente, da estrutura populacional desses insetos-praga tem grande importancia
para o desenvolvimento de novas estratégias de manejo. Neste trabalho, investigamos a
variacdo no gene yolk em 37 individuos ao longo da distribui¢do do grupo no Brasil para
conhecermos melhor o padrdo estrutural das espécies do grupo fraterculus. Os dados
indicam a existéncia de recombinacdo, de forma que analisamos a regiao amplificada
separadamente por regides distintas: 5°, mid e 3’. Andlises de polimorfismos nestas regides
apontaram para altos valores de diversidade nucleotidicas intra e interespecificas para as
trés regides génicas em questdo, sendo estes valores maiores para a regido 3°. A
metodologia da Andlise dos Clados Aninhados (NCPA) foi utilizada para inferéncias de
possiveis relacdes entre a configuragao das redes haplotipicas com o padrao de distribui¢ao
geografica considerando estas trés regides distintas. Através do uso desta metodologia,
observamos dois eventos principais que podem estar influenciando a distribuicdo das
espécies do grupo fraterculus no territério nacional. A primeira inferéncia refere-se a
expansdo populacional no sentido Centro-Sul do Brasil, referente preferencialmente a
espécie Anastrepha fraterculus. O segundo evento de inferéncia indica fluxo génico restrito
com isolamento por distidncia ao longo da distribui¢do global dos espécimes amostrados. A
datacdo destes eventos indica uma congruéncia temporal, o que pode indicar que a nao
ocorréncia de fluxo génico em clados inferiores possa estar associado a restri¢des
amostrais, uma vez que nossa amostragem ¢é de fato restrita. Além disso, em populagdes
mais préximas, o fluxo génico pode estar ocorrendo com freqii€ncia suficiente para
promover a homogeneizacdo genética das populagdes. Os resultados obtidos mediante a
andlise das seqiiéncias do gene yolk nos permitiu um melhor conhecimento acerca dos
niveis de variacdo referentes a esse marcador, bem como determinar os processos que
possam estar envolvidos no padrdo de distribui¢do atual das espécies do grupo fraterculus
no territério nacional.

Palavras chave: Anastrepha, grupo fraterculus, yolk, Andalise Filogeografica dos clados aninhados



1- Abstract

Species of the fraterculus group are associated to the biggest damages to fruit crops
due to the fact that they attack indiscriminately green and ripe fruits, making them pests of
great economic importance. These species are hard to tell apart, even showing some
potential criptic species. The understanding of the populational structure and biology of this
species group is of paramount importance to strategies of management and control of these
pests. Here, we investigate variation on the gene yolk em 37 individuals sampled
throughout the species distribution in Brazil seeking to better understand the populational
structure of this species group in Brazil. Our data indicated existence of recombination,
which lead us to analyze three different regions in the gene, 5°, mid, and 3’. These regions
show high levels of nucleotide diversity intra and interspecifically for all three gene regions
investigated. The use of Nested Clade Phylogenetic Analysis independently used on these
regions indicate two main results that occurred more than one throughout our analyses. The
first is a range expansion from north-NE populations towards the south, mostly related to
specimens of Anastrepha fraterculus. The second common event, detected eight times, is
restricted gene flow with isolation by distance (IBD). Dating of such events indicated that
they are temporarily congruent which might indicate that the lack of IBD in other levels of
the analysis might be caused either by sampling limitations or an excess of local gene flow
that tampers out as we move farther in space. Our results of the gene yolk have provided us
with a better understanding of the levels of local variation of this marker of for the species
that may help us determine the evolutionary processes that shaped the species group current

distribution.

Key words: Anastrepha, group fraterculus, yolk, Nested Clade Phylogeographical Analysis
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2. Introducao

2.1 Especiacao

O entendimento do processo de formacgdo de novas espécies € essencial em estudos
de biologia evolutiva. O conhecimento acerca do processo de especiacdo ¢ fundamental
para o entendimento dos padrdes que moldam a distribuicdo dos organismos no tempo e no
espaco. Apesar dos avangos recentes nos estudos referentes ao processo de especiacdo,
ainda pouco se sabe como os eventos e forcas evolutivas atuam na separacao e formacao de
novas espécies, principalmente em organismos ndo pertencentes ao género Drosophila
(Butlin e Ritchie, 2001; Wu e Ting, 2004).

Muitos consideram que o processo de especiacdo se concretiza a partir do momento
em que individuos de uma populacao ndo conseguem mais trocar material genético entre si.
Esse processo pode se iniciar através de uma barreira geogrifica ou devido a fatores que
promovam a diferenciagdo dos individuos mesmo que estes ocupem a mesma area. Muitas
vezes, a auséncia do fluxo génico entre as populagdes se caracteriza como um fator
importante para o processo de especiacao, de modo que o isolamento reprodutivo eventual
seja devido a divergéncia de genes, ao acaso ou por selecdo natural, ocorrentes durante o
processo de especiagao.

Quando duas populagdes se tornam distintas e isoladas reprodutivamente fica mais
dificil de se saber se a diferenciacdo entre elas € devido ao processo de especiagdo em si ou
refere-se a diferenciacdo genética ocorrida apds este processo. A diferencga entre as espécies
pode ter surgido posteriormente a ocorréncia do processo de especiacdo, simplesmente
como produto da auséncia de fluxo génico entre as populacdes. Sendo assim, a dificuldade
em se estudar o processo de especiacdo estd no fato de se determinar os possiveis genes
realmente responséveis pelo isolamento reprodutivo (Wu e Ting, 2004).

O estabelecimento de isolamento reprodutivo entre populagdes favorece, ao longo
do tempo, o aumento da divergéncia entre as espécies e, em conseqiiéncia, uma maior
dificuldade em se distinguir genes realmente responsdveis pelo isolamento reprodutivo
inicial de outros polimorfismos. Desse modo, o estudo dos componentes genéticos

referentes as diferencas fenotipicas em espécies irmds ou proximamente relacionadas



poderia auxiliar na busca dos genes realmente envolvidos no processo de especiacdo (Zeng
et al., 2000).

A dificuldade na determinacdo dos fatores envolvidos no processo de especiacao
pode ser exemplificado através da observacdo de eventos de especiacio mesmo com a
auséncia de mudangas cariotipicas (Carson e Kaneshiro, 1976; Kornfield et al, 1979),
mudancas morfolégicas (Mayr, 1963), mudanca de nicho (Heed, 1971), e diferenciacdo
significativa entre alozimas (Carson e Kaneshiro, 1976; Kornfield e cols., 1979; Coyne e
Orr, 1997).

Duas estratégias distintas véem sendo utilizadas para se estudar o processo genético
de especiacdo. A primeira estratégia utiliza estudos filogeogrificos de isozimas, DNA
nuclear e mitocondrial (Avise, 1987) que vém se mostrando uma ferramenta eficaz no
estudo do processo de especiagdo. Através dessa estratégia € possivel mapear o padrdo de
polimorfismo de regides especificas do DNA de interesse, associando-o com o processo de
diferenciacdo populacional. A caracterizacdo do processo de especiacdo pode ser feita
através do estabelecimento da arquitetura genética de fendtipos importantes aliada aos
fatores historicos e demograficos envolvidos nesse processo, onde ai incluimos a
filogeografia (Templeton et al., 1995 ; Avise, 1987). Uma segunda estratégia envolve o
mapeamento de caracteristicas consideradas importantes nos processos de especiacdo,
como aquelas relacionadas a adaptacOes especificas de cada espécie, diferengas nos tracos
sexuais, incluindo comportamento (Panhuis et al., 2000) e elementos causadores de
inviabilidade ou esterilidade do hibrido (Butlin e Ritchie, 2001).

A filogeografia € uma disciplina integrativa que se utiliza de dados paleontoldgicos,
geografia histdrica, evolu¢dao molecular e ecologia para explicar o padrao de distribui¢dao
geografico das linhagens genéticas (Avise, 2000). Trata-se de uma drea que vem sendo
utilizada com sucesso para o estudo e entendimento dos fatores que s@o essenciais ao
processo de especiacdo (Knowles, 2004). Através desses estudos € possivel compreender e
relacionar a evolugdo de diferentes linhagens com eventos histéricos, e ou demogréficos
responsaveis pela sua diversificacdo. Além disso, os estudos filogeograficos podem ser
utilizados na andlise de variagdo genética e estrutura das populagdes animais e vegetais
(Paetkau et al., 1998; Lenk et al., 1999; de Brito et al., 2002; Caicedo e Schaal, 2004), bem

como nos fornecer uma base importante para a compreensdo de como eventos geolégicos e



mesmo antropicos influenciam as populagdes naturais (Avise, 2004).

A selecdo sexual pode promover uma rdpida divergéncia em tracos que envolvam a
escolha de parceiros para a reproducdo (Andersson, 1994), sendo que muitos desses tracos
envolvem reconhecimento sexual, promovendo desta forma acasalamentos preferenciais
entre os individuos (Boake 2000; Panhuis et al. 2001; Coyne & Orr 2004). Portanto, tem
sido proposto que a selecdo sexual, ao promover a ripida divergéncia em tracos que
envolvam reconhecimento sexual, possa estar diretamente relacionada ao processo de
especiacdo (Andersson 1994; Gray & Cade 2000 ; Masta & Maddison 2002). Estudos
envolvendo marcadores moleculares mostraram que genes associados com reconhecimento
ou determinagdo sexual apresentam taxa de evolucao mais rdpida comparado a outros genes
em geral (Tsaur e Wu, 1997; Graham, 2002). Quando duas populagdes estdo sob efeito de
selecdo sexual, € possivel que apresentarao maior divergéncia no que se refere a preferéncia
sexual e, desta forma, o resultado apontaria para o isolamento sexual destas populagdes,

concretizando assim o processo de especiacao.

2.2 Espécies estudadas

A maioria das espécies do género Anastrepha € endémica a Regido Neotropical e
algumas ocorrem no sul da regido Neartica. O gé€nero estd estabelecido no sul dos EUA, no
Meéxico, na América Central e em toda a América do Sul, exceto no Chile onde ocorre,
esporadicamente, ao norte do deserto de Atacama na fronteira com o Peru (Malavasi et al.
2000). A familia Tephritidae, onde se encontra o género Anastrepha, possui
aproximadamente 500 géneros e 4448 espécies e sub-espécies (Norrbom, 2004). O género
Anastrepha apresenta cerca de aproximadamente 197 espécies atualmente reconhecidas
(Norrbom et al., 2004). No Brasil, ha o registro de 95 espécies distribuidas em, pelo menos,
13 grupos (Uramoto, et al., 2004). A maioria dessas espécies sao responsaveis por danos de
grandes propor¢des as culturas de frutas carnosas, apresentando grande importancia na
economia mundial, sendo diretamente responsdvel por afetar a qualidade de muitos frutos,
gerando prejuizo econdmico em vdarios paises. As larvas se desenvolvem no endocarpo e
alimentam-se dos tecidos de plantas incluindo frutos, sementes, folhas, caules, ou flores,

enquanto os adultos alimentam-se de liquidos como seiva, néctar, melado ou excrementos



(Malavasi et al., 2000). Além disso, o processo mecanico de oviposicdo permite a invasao
de outros organismos, como por exemplo os fungos, que danificam a parte carnosa do fruto
(Carvalho, 2005). Dessa forma, percebemos que as espécies desse ge€nero estdo
relacionadas com os maiores danos em cultivares por atacar frutos verdes e maduros
indistintamente (Zucchi, 2000).

No presente estudo daremos €nfase a trés espécies do género Anastrepha, incluindo
aquelas economicamente mais relevantes: Anastrepha fraterculus, Anastrepha obliqua e
Anastrepha sororcula que sao das principais pragas de frutos do pais (Zucchi, 2000;
Selivon, et al., 2000). Essas espécies estdo incluidas no grupo fraterculus, caracterizado por
ser um grupo heterogéneo de espécies cripticas, de dificil distingdo (Morgante et al., 1980).
No presente trabalho iremos nos referir ao grupo de espécies fraterculus para designar um
conjunto de aproximadamente 29 espécies proximamente relacionadas, incluindo as trés
espécies envolvidas neste trabalho. Uma segunda nomenclatura é utilizada (complexo
fraterculus) quando nos referimos a um grupo de espécies atualmente designado A.
fraterculus proper (Smith-Caldas et al., 2001). As espécies do grupo fraterculus sao
importantes ndo somente por sua ampla distribuicdo, mas também por suas preferéncias
com relagdo aos frutos para oviposi¢ao.

As espécies citadas anteriormente devem ser consideradas oligotroficas, pois
embora exista certa especificidade, em geral as espécies nio estdo restritas a apenas um
hospedeiro (Solferini e Morgante, 1987). A. fraterculus infesta aproximadamente 67
espécies de plantas, 24 delas pertencentes a familia Myrtaceae (onde podemos incluir
pitanga e uvaia), A. sororcula infesta 19 espécies, sendo 15 delas Myrtaceae, e A. obliqua
infesta 27 espécies, 16 Myrtaceae e 8 Anacardiaceae (onde podemos incluir manga e caju)
(Zucchi, 2000).

As caracteristicas marcantes que permitem a distingdo de espécies dentro desse
grupo sdo: as manchas no escutelo, o padrdo de coloracdo da asa, a morfologia do 4pice do
ovipositor, a morfologia do ovo e o horério de cépula (Selivon, 2000; Santos et al., 2001).
Em A. fraterculus o comportamento de corte é matutino (Malavasi, 1984), ocorrendo
preferencialmente entre as 7-13 horas, enquanto que em A. sororcula o comportamento de
corte € vespertino, preferencialmente entre as 15-19 horas, ndo havendo portanto,

sobreposi¢cdo de hordrio de cruzamentos entre essas duas espécies (Selivon, 2000). J4 A.



obliqgua tem comportamento de corte geralmente, mas ndo exclusivamente, matutino
(Malavasi, 1984). Embora ndo exista um marcador Unico que permita diferenciar as
espécies do grupo fraterculus, o conjunto das caracteristicas acima mencionadas permite,
na grande maioria dos casos, a sua correta identificacao.

Ha evidéncias de que os padrdes de variagdo e divergéncias genéticas nessas
espécies ndo correspondam as diferenciagdes morfolégicas (Morgante et al, 1980; Selivon,
2000) dificultando a identificagcdo e separacdo das diferentes espécies do grupo fraterculus.
Dessa forma, existe grande variabilidade intraespecifica nas diferentes espécies, sendo
inclusive sugerido que o grupo fraterculus seja de fato um complexo de espécies cripticas
(Steck, 1991; Amaral, 1994; Selivon, 2000).

Outro aspecto importante € que varios cruzamentos entre algumas espécies deste
grupo produzem hibridos interespecificos vidveis (Selivon, et al.,2005), permitindo o
estudo de genes envolvidos na determinagdo das diferengas interespecificas. A existéncia
de polimorfismos intraespecificos bem como de cruzamentos vidveis entre diferentes
espécies do grupo sugere que estas espécies do grupo fraterculus divergiram hd pouco
tempo e, possivelmente, ainda nao acumularam diferengcas genéticas significativas

independentemente das advindas do processo de especiacao.

2.3 As proteinas yolk

Em Drosophila, alguns genes participam ativamente de uma cascata de eventos
diretamente responsdvel pelo processo de determinacdo sexual. Trés genes principais
coordenam este processo: sex-lethal (sxl), transformer (tra) e doublesex (dsx), de modo que
o ultimo gene da cascata, o doublesex, é o que atua ativando ou ndo a sintese das proteinas
yolk (Alvares, et al., 2009), através de seus produtos, ativo (DSX f- proteina doublesex
fémea especifico) ou inativo (DSXm- proteina doublesex macho especifico) (Lebo et al.,
2009). As proteinas yolk tem papel importante na formagdo do produto nutritivo utilizado
para a nutri¢do do embrido durante seu estdgio de desenvolvimento.

Hé 2 grandes familias de proteinas envolvidas na formacdo do produto nutritivo
(vitelo) utilizado para a nutricdo do embrido em sua fase de desenvolvimento. A primeira

grande familia € a das vitelogeninas, que sdo encontradas em vertebrados oviparos (sapos,



galinhas, peixes), em nematdides e alguns insetos. A outra grande familia é denominada
proteinas yolk e estdo presentes em dipteros e moscas domésticas (Bownes, 1992;
Sappington, 2002). Essas duas familias de proteinas diferem grandemente em relacao a seus
sitios de sintese, tamanho e processamento (Chen et al, 1997).

Trés genes especificos estdo envolvidos na formacdo das proteinas do ovo em
Drosophila melanogaster, sendo que a sintese dessas proteinas a partir desses trés genes se
inicia a partir do momento em que a mosca libera-se de sua pupa. A transcricdo desses
genes € regulada pelo gene doublesex (dsx) que atua diretamente ativando ou ndo os genes
yolk (Alvares, et al., 2009), e também pelos genes transformer e transformer 2, que atuam
ativando ou ndo o gene doublesex (Lebo, et al., 2009). Além dos genes da cadeia de
determinac¢do sexual, a sintese das proteinas yolk € estimulada pela acdo de dois hormdnios
do desenvolvimento: o hormonio juvenil e o 20 hydroyecdisone (Bownes, et al 1988,
Andam, et al., 2004; Rauschenbach, et al., 2007)

Em Drosophila, o gene doublesex esta no final da cadeia de determinacao sexual, de
modo que suas proteinas sexo especificas DSX (f) e DSX(m) com diferentes dominios C-
terminais podem ativar ou inativar a sintese proteica dos trés genes yolks (ykl, yk2 e yk3)
envolvidos na formagao das proteinas do vitelo do ovo (Chen, et al., 2008). As proteinas
DSX (f) e DSX(m) se ligam ao mesmo sitio de transcri¢do dos genes yki, yk2 e yk3 (Cho e
Wensink, 1997), sendo que tais sitios se encontram no espago intergénico entre yk/ e yk2 e
na regido adjacente ao gene yk3 (Burtis ef al, 1991; An e Wensink, 1995; Erdman et al.,
1996), de modo que a proteina DSX(f) atua ativando e DSX(m) atua inibindo a transcri¢ao
desses genes.

Os genes yolk (yk) estdo ligados ao cromossomo X e apresentam controles
diferenciais em suas expressoes (Hovemann e Galler, 1982). A sintese dos polipeptideos
yolk acontece em dois locais especificos, o primeiro local de sintese acontece nos tecidos
gordurosos do corpo adulto da fémea de onde os polipeptideos sdo transportados para
dentro da hemolinfa e em seguida “direcionados” ao ovdrio; o segundo local de sintese
processa-se nas células do foliculo ovariano (Bepas, et al., 2008). Os genes ykl e yk2 estao
separados por 1225 pb e realizam a transcri¢cdo em direcdes divergentes, de forma que os

elementos que controlam o inicio da transcricio desses genes sdo aparentemente



compartilhados (Saunders e Bownes, 1986; Bownes, 1994) enquanto que yk3 dista
aproximadamente 1Mb de yk1 (Garabedian et al, 1987).

A produgdo de cada um desses polipeptideos se d4 por uma cdpia simples de cada
gene situado no cromossomo X, de modo que esses genes tornam-se ativos pela agdo
regulatéria de outros genes envolvidos diretamente na diferenciagdo sexual, entre eles o
doublesex (dsx), o transformer (tra) e o transformer 2 (tra-2) (Alvares, et al., 2009). A
sintese dos polipeptideos yolk inicia-se no momento em que a fémea libera-se de sua pupa
e aumenta drasticamente durante seu estdgio de maturagdo. A sintese dos transcritos dos
genes envolvidos com a formacao do vitelo do ovo é também influenciada diretamente pela
acdo hormonal, com a a¢do do hormodnio juvenil nas células do epitélio folicular, e em
outras partes da cabeca, térax e abdomen do corpo adulto das fémeas (Richard, et al.,
1998;) e pela acdo do hormonio esterdide 20 hydroyecdisona ( Richard, et al., 1998;
Richard et al., 2001).

Estudos envolvendo a linhagem germinativa de Drosophila melanogaster
demonstraram a presenca de dois enhancers tecido especificos envolvidos na sintese dos
polipeptideos yolk 1 e 2. Estes enhancers sio comuns aos genes yk/ e yk2 estando
localizados na regido intergé€nica ykl/yk2 (Garabedian et al, 1986). Um desses enhancer
apresenta 125pb e atua bidirecionalmente na sintese dos polipeptideos yolk ykl e yk2
presentes na cabeca, térax e abdomén da fémea adulta, estando localizado entre os genes
vkl e yk2, mais proximamente a yk/. O outro enhancer direciona a transcri¢ao nos ovarios e
se encontra dentro de um fragmento de aproximadamente 2,8 kb, que comeca a
aproximadamente 886 kb de distancia upstream de ykl e engloba totalmente yk2 (Logan, et
al. 1989).

Nos ovdrios, o enhancer ovariano atua sobre os promotores de ykI e yk2,
promovendo a sintese dos polipeptideos relacionados a estes genes, jd o enhancer
relacionado a sintese dos polipeptideos presentes nas porcdes gordurosas do corpo adulto
da fémea encontra-se inativo. Nos ovdrios, temos a atuacgdo do elemento 1, potencializando
a acdo dos promotores de yk/ e yk2. De maneira oposta, nas partes gordurosas do corpo
adulto da fémea, o enhancer ovariano encontra-se inativo, e a sintese dos polipeptideos yk 1
e yk2 se da pela acdo do enhancer das partes gordurosas atuando sobre os promotores yk/ e

vk2. Na sintese dos polipeptideos ykl e yk2 nas regides gordurosas, verificou-se que o



elemento 1 estd potencialmente inativo (Logan, et al. 1989).
A figural representa a atuacdo dos diferentes enhancers envolvidos na ativagdo dos

promotores dos genes yk/ e yk2 envolvidos na sintese dos polipeptideos yk1 e yk?2.
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Fig. 1 Representacao dos enhancers envolvidos na ativacio dos promotores dos genes yk1 e yk2

2.4 Proteinas do vitelo do ovo: Comparacao entre diferentes filos

O uso do termo proteinas vitelogé€nicas ou vitelogeninas € freqiientemente aplicado
a dipteros superiores como D. melanogaster e outros filos. No entanto, tais proteinas em D.
melanogaster diferem amplamente daquelas encontradas nas diferentes classes de
nematoides, vertebrados e também em outros dipteros, no que se refere a sitios de sintese,
processamento e tamanho (Bownes, 1982). Assim, Bownes (1982) sugeriu o uso do termo
proteinas yolk quando nos referimos a classe de proteinas do ovo em Drosophila
melanogaster. Apesar da comparagdo entre as seqiiéncias yk € vg mostrarem pouca relagao
entre os precursores destas duas classes de proteinas (Rina e Savakis 1991) a confusdo de
terminologia ainda persiste.

Em Ceratitis capitata (familia Tephritidae) ha duas proteinas importantes
envolvidas na formacdo do vitelo do ovo, essas proteinas sdo denominadas vitelogeninas

(vgl e vg2), com pesos moleculares de 49,000 e 46,000 déltons, respectivamente. Esses



polipeptideos sdo sintetizados a partir de 4 genes que estdo localizados na mesma regidao do
cromossomo 5 e estdo organizados em pares, de modo que cada par codifica os dois
polipeptideos (Vg1 e Vg2) em sentidos divergentes (Rina e Savakis, 1991). Os genes Vgl e
Vg2 em C. Capitata e ykl, yk2 e yk3 em D. melanogaster apresentam algumas
similaridades em suas estruturas, sendo que o gene Vg/ apresenta dois introns na mesma
posicdo daqueles encontrados no gene ykl, e o gene Vg2 apresenta somente um intron,
assim como acontece nos genes yk2 e yk3. Este padrdo de similaridade engloba também a
sequéncia primdria, o padrdo de hidrofobicidade e a estrutura secunddria relacionada as
proteinas desses genes (Rina e Savakis, 1991).

No género Anastrepha poucos trabalhos foram feitos relacionados a estrutura e agcdo
do gene yolk e suas proteinas no desenvolvimento do embrido. Diferentemente de
Drosophila, estudos com Anastrepha suspensa mostraram a presenga de somente uma
copia do gene yolk apresentando trés éxons e dois introns. Este gene € responsavel pela
sintese de dois polipeptideos de, aproximadamente, 48 kda que sdo sintetizados
principalmente no ovério, de forma que, a partir do quarto ou quinto dias de vida, tem-se
um aumento significativo na sintese de tais polipeptideos (Handler, 1997; Kendra et. Al.,
2006). Além do ovdrio, a sintese acontece também nas partes gordurosas do corpo do
adulto, porém, em escala menor comparado ao género Drosophila (Handler, 1997).

Em Anastrepha suspensa a presenca dos hormonios juvenil e 20 hydroyecdisone
parece nao influenciar tdo significativamente na sintese dos polipeptideos yk comparado a
Drosophila melanogaster (Handler, 1997). Os abdomens de fémeas jovens (3-5 dias de
vida) foram tratados com hormonio juvenil e 20 hydroyecdisone a fim de se verificar o
possivel aumento na sintese dos polipeptideos comparado a abdomens que ndo receberam
tais tratamentos. A taxa de sintese ndo diferiu significantemente entre os abdomens tratados
e ndo tratados (Handler, 1997).

Em Apis mellifera as vitelogeninas sdo mondmeros de aproximadamente 180kDa e
estdo presentes predominantemente na hemolinfa. A sintese desses mondmeros aumenta
significativamente entre o segundo e terceiro dias de vida e atinge seus picos de producao
entre o quinto e décimo quinto dias (Amdam, et al. 2002). Em Apis, as vitelogeninas

parece ter um papel importante no processo de remocao de radicais livres, reduzindo o



stress oxidativo, contribuindo assim para um aumento no tempo de vida desses insetos
(Nelson, et al., 2007).

No nematéide C. elegans duas grandes classes de proteinas sdo conhecidas. A
primeira classe consiste de 2 polipeptideos com 170,00 kda (vitelogeninas 170 A e 170 B)
que sdo especificados por um conjunto de 4 genes, vit 3 e vit 4 que estdo proximamente
ligados no cromossomo X e sdo responsaveis pela sintese da vitelogenina 170A, vit 5 que
ndo estd proximamente ligado a vit 3 e vit 4, e vit 2 relacionado a sintese da vitelogenina
170 B (Spiel e Blumenthal, 1985). A segunda classe é composta por dois polipeptideos
menores, de 88 e 115kda (Sharrock, 1984), clivados na cavidade corpdérea a partir de um
polipeptideo maior denominado vg 180, com aproximadamente 180,00 kda. (Spiel e
Blumenthal, 1985). Este polipeptideo vg 180 € codificado por um unico gene, vg6, que €
distantemente relacionado ao outros 4 genes codificadores dos dois polipeptideos da
primeira classe de proteinas.

Nos vertebrados, a sintese das vitelogeninas ocorre preferencialmente no figado
através de uma cascata coordenada do sistema enddcrino que envolve o coragdo, ovdrio,
figado e o sistema circulatério (Finn, 2007), sendo que o hormdnio envolvido diretamente
nesta sintese € o estrogeno (Wahli & Ryffel, 1985, Miracle et al., 2006). O sistema
circulatério € o responsdvel pelo transporte das vitelogeninas do figado até o odcito, onde
serd fonte de nutrientes para o embrido durante seu estdgio de desenvolvimento (Finn,
2007). A composi¢ao da gema do ovo nos vertebrados € bem conhecida, constituindo-se
principalmente de proteinas, lipidos, fésforo e cdlcio (Brawand et al., 2008).

Em Xenopus laevis e Galllus gallus as vitelogeninas variam de 200- 250 kda, sendo
clivadas dentro dos odcitos e produzindo lipovitelina 1 de aproximadamente 120kda,
fosfovitina rica em serina com aproximadamente 35kd e lipovitelina 2, com peso
aproximado de 30kb (Wahli, 1988; Brawand et al., 2008).

Em algumas classes de mamiferos (placentdrios e marsupiais) a nutri¢do do embrido
se d4 através de uma nova estrutura denominada placenta, sendo esta responsédvel pelo
contato direto entre mae/embrido-feto. A placenta é vascularizada e tem um papel similar
ao das vitelogeninas, sendo diretamente responsavel pela transmissao dos nutrientes da mae

ao embrido/feto (Brawand et al, 2008).
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2.5 Filogeografia

A filogeografia refere-se ao estudo dos principios e processos que governam a
distribuicdo geogréifica de linhagens geneal6gicas. Como a prépria definicdo diz, a
filogeografia ndo lida somente com as relacOes filogenéticas entre os taxa estudados, mas
também com os componentes ou processos histéricos que moldaram a distribuicao desses
taxas (Avise, 2000). Dessa forma, a andlise e interpretacdo da distribui¢do das linhagens
requer o processamento conjunto de informagdes de uma série de disciplinas, entre as quais
podemos incluir a genética molecular, filogenética, genética de populacdes, etologia,
geologia, paleontologia e geografia histérica. Assim, o aspecto multidisciplinar da
filogeografia cria uma ponte entre os processos micro e macroevolutivos (Avise, 2000).

Dados provenientes de marcadores moleculares sdo especialmente uteis para
investigar os processos de especiacdo (Terborgh, 1992; Avise 2000) sendo capazes de
fornecer informagdes acerca de quantidade de fluxo génico entre populagcdes, detectar
eventos de fundador e gargalos populacionais (Avise, 1994) e estimar expansdo de
territorio em relacdo a localizacdo de supostos refiigios e zonas de expansdo (Rogers e
Harpending, 1992).

O DNA mitocondrial (DNAmit) € um marcador amplamente utilizado em estudos
filogeograficos, pois apresenta caracteristicas unicas — auséncia de seqiiéncias nao
codificantes e de recombinacdo, heranca predominantemente materna e alta taxa de
evolucdo, sendo portanto um marcador extremamente informativo em estudos evolutivos
no que se refere a capacidade de caracterizar variabilidade intra e interespecifica, identificar
espécies e populagdes e estimar relacdes filogenéticas (Avise 1994, 2000, 2009) . O DNA
nuclear também € bastante utilizado em estudos filogeograficos, no entanto, a possivel
ocorréncia de recombinagdo nas sequéncias a serem analisadas pode gerar uma
interpretacdo equivocada acerca dos dados obtidos, determinando assim inferéncias nao
correspondentes a verdadeira historia evolutiva das espécies (Templeton et al., 2000).

Virias metodologias podem ser utilizadas para explicar o padrao de distribuicdo e
estruturacdo genética das populacdes; no entanto, muitas delas realizam inferéncias
bioldgicas sem a utilizacdo de um suporte estatistico eficaz (Creer, et al 2001). Dessa

forma, Alan Templeton e colegas desenvolveram a metodologia Nested Clade
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Phylogeographic Analysis (NCPA) utilizando-se de ferramentas estatisticas como suporte
para a construcdo de cladogramas que determinem as relagdes genéticas entre diferentes
haplétipos com o padrio de distribuicdo geogrifica destes (Templeton, et al., 1995;
Templeton, 2008). O uso da estatistica nesta metodologia estd associada a construcdo de
uma rede haplotipica com 95% de parcimdnia, de modo que essa mesma rede € a que é
utilizada para testar a possivel associacdo genética dos haplétipos com a geografia (Weiss e
Ferrand, 2007).

Nesta metodologia € testada a validade da hipdtese nula referente a ndo associacao
entre haplétipos e geografia (Templeton, et al.,1995; Templeton, 2008). Caso a hipdtese
nula seja rejeitada, trés diferentes cendrios sdo propostos para explicar o padrdo estrutural
das populacdes e eventos histdricos; tais cendrios referem-se ao fluxo génico restrito, a
expansdo continua da distribuicdo ou ainda a fragmentacdo alopatrica (Templeton, et
al.,1995).

Apesar de amplamente utilizada, a metodologia da NCPA € recebida com ceticismo
por parte de alguns geneticistas de populagcdes. Em trabalhos atuais, Knowles & Maddison,
(2002) e Knowles (2008) criticaram o uso desta metodologia, argumentando que a NCPA
tende a resultar em falsos positivos, inferindo um processo que pode nao estar acontecendo
ou ndo ser representativo da histéria evolutiva das espécies. O principal questionamento de
Lacey Knowles refere-se a simulacdo de dados envolvendo um simples locus, onde a
andlise isolada de um gene pode nado revelar de forma verdadeira a histéria evolutiva de
uma espécie. Na visao de Lacey Knowles, se a NCPA falha em lidar com cenérios
evolutivos simples, os problemas do uso dessa metodologia serdo ainda maiores quando
relacionados a cendrios multiplos e complexos que ocorrem na natureza.

Knowles contrasta dois métodos distintos, um desses métodos estima parametros
comumente utilizados para se fazer inferéncias a respeito do passado demografico. Apesar
de apresentar um suporte estatistico eficaz, este método falha em dar pouca énfase a
questdo da histdria geografica. Por outro lado, métodos que buscam a reconstru¢do da
histéria filogeografica levam em consideragdo muitos cendrios geograficos alternativos,
mas nao apresentam um suporte estatistico eficaz que possa explicitar um determinado
processo biolégico associado a um cenério geogréafico especifico. Knowles acrescenta ainda

sobre a importancia da filogeografia estatistica para a obtencao de resultados mais acurados
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referentes principalmente a segunda metodologia, de forma que a utiliza¢do da ferramenta
estatistica pode contribuir amplamente para o melhor entendimento de eventos do passado,
associando-os com os padrdes atuais de distribui¢do e estruturas populacionais (Knowles,
2004, Knowles e Maddison 2008). Templeton reconhece as falhas da NCPA para
inferéncias baseadas em estudos de somente um locus e sugere a utilizacdo de multiplas
regides de DNA como ferramenta capaz de minimizar os possiveis erros de inferéncia.
Assim, o estudo conjunto de varios loci torna-se mais eficaz na determinagdo da verdadeira
histéria evolutiva das espécies (Templeton, 2004).

Outras metodologias podem ser utilizadas em estudos filogeograficos. Os métodos
de deteccao de selecdo visam determinar se um gene na populacdo estd sob efeito de
selecdo natural ou neutralismo. Testes de Neutralidade como os de Tajima, Fue Li D e F,
Macdonald-Kreitman entre outros, baseiam-se em modelos estatisticos para determinar se a
selecdo estd ou ndo atuando. Uma vez detectada a atuacdo da sele¢do, podemos determinar
o tipo de selecao predominante, podendo ser purificadora ou ainda positiva. A selecdao
purificadora tem como maior caracteristica 0 aumento das mutagdes sindbnimas em relagao
as ndo sindnimas, sendo que sua agdo principal visa eliminar mutag¢des deletérias que sao
desvantajosas na populacdo. A selecdo positiva, por sua vez, favorece o aumento de
mutacdes nao sindnimas e geralmente favorece um alelo que pode ter sido anteriormente
neutro, mas que tenha se tornado vantajoso devido a mudancas ambientais, tornando-se
importante para a evolucao de uma nova fungao génica (Evanovich, 2004).

Nesta dissertagdo, faremos uso de metodologias filogeogréaficas visando o
conhecimento acerca do nivel de variacdo do gene yolk para as espécies do gé€nero
Anastrepha, inferindo desta forma o possivel padrdo atual de distribuicdo de Anastrepha ao

longo do territério nacional.
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3. Objetivos

A) Estabelecimento de primers que possam amplificar regides especificas do gene yolk

em espécies de Anastrepha do grupo fraterculus.

B) Determinar, a partir do sequenciamento das regides amplificadas do genoma de
espécies de moscas-das-frutas do grupo fraterculus, o nivel de variacdo genética

intra e inter-especifica.
C) Proceder andlises filogeogréficas através do estudo da variacdo existente no gene

yolk, determinando o possivel papel deste gene no padrao de distribuicdo

geografica das espécies do grupo fraterculus ao longo do territorio brasileiro.
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4. Metodologia

4.1 Coleta

As coletas de Anastrepha foram feitas pela coleta direta de adultos no campo ou
pela retirada de frutos de regides com pouca interferéncia do homem, sendo levados para o
laboratério onde sdo mantidos em caixas acrilicas com vermiculita, onde as larvas se
enterrardo para posterior empupacdo. Em uma etapa seguinte retiramos as pupas da
vermiculita, transferindo-as para uma nova caixa acrilica com alimento e dgua. Apds a
eclosdo das pupas, as moscas sdo separadas por sexo e mantidas em caixas acrilicas de
50x50x40 cm. Ap6s uma semana as moscas atingem a maturidade sexual, quando entdo sao
identificadas. Algumas destas moscas sdo armazenadas em etanol 70% para posterior
extracdo de DNA, enquanto outras sao utilizadas em cruzamentos. As moscas adultas sao
tratadas com uma dieta de 10ml de mel, 30ml de hidrolisado de proteina de milho, 6g de
levedo de cerveja, 0,5g de Sustagem sabor morango, 25g de agicar mascavo e 45g de

acucar branco.

4.2 Locais de Coleta

Na tentativa de se obter individuos de varias localidades realizamos coletas nas
regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste. Dessa forma, obtivemos uma
amostragem homogénea e bem distribuida ao longo da drea de dispersdo destas moscas no

Brasil.

No presente trabalho foram amostrados, em média, 1 individuo por localidade,
sendo que em algumas delas amostramos 2, ou 3 individuos. Esta variacdo na amostragem
dependeu da disponibilidade dos individuos em nosso laboratério referente a cada
localidade. Os individuos amostrados de cada localidade poderiam pertencer a mesma ou a
espécies distintas. No total foram amostrados 37 individuos de 24 localidades representadas

na tabela abaixo.
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N* de

Pontos de Coleta Latitude Longitude individuos Espécie(s)
amostrados
Araguaina TO 07°11°00’S | 48°12°00”°W 2 A. obliqua
Babacgulandia TO 07°12°17’S | 47°45°25°W 2 A. obliqua
Bauru SP 22°19°32’S | 49°05°08°W 1 A fraterculus
Belém PA 01°26°00’S | 48°38°00°W 2 A.obliqua
B.Vista de Goias
GO 17°58°28°’S | 48°57°10”°W 1 A.obliqua
A.sororcula;A.frat
Bonito PE 08°28°13*’S | 35°43°43°W 3 erculus; A.obliqua
Cabo Frio RJ 22°53°00’S | 42°05°00”°W 2 A. fraterculus
Campinas SP 22°54°20°S | 47°03°39”°W 2 A fraterculus
Campo Grande
MS 21°34°00°S | 54°54°54°W 2 A.sororcula
Curitiba PR 25°25°48’S | 49°16°15°W 1 A fraterculus
Estrela D'Oeste SP | 20°17°16’S | 54°24°03”W 2 A.sororcula
Feira de Santana
BA 12°17°00°S | 38°55°00°W 1 A.obliqua
Florianopolis SC 27°35°36°’S | 48°35’36W 1 A fraterculus
Gurupi TO 11°33°45’S | 49°04°07°W 1 A.obliqua
Jodo Pessoa PB 07°06°57’S | 34°53’14”W 1 A. fraterculus
Linhares ES 19°23°28°°S | 40°04°20°W 1 A. obliqua
Joinvile SC 26°18°16’S | 48°50°54”W 1 A. fraterculus
Marilac MG 18°30°29’S | 42°05°02°W 2 A. fraterculus
Palmas TO 10°10°01”’S | 48°19°58°'W 3 A.obliqua
Piracicaba SP 22°42°00’S | 47°32°00°W 1 A. sororcula
Recife PE 08°10°52°°S | 34°54°47°W 1 A. sororcula
Sdo Carlos SP 22°01°03’S | 47°53°27°W 1 A. fraterculus
Trés Lagoas MS 20°45°04°°S | 51°40°42°W 1 A.obliqua
Vargem Alta ES 20°40°00°°S | 35°48°00°W 2 A. fraterculus

Tab. 1 Localidades de coleta, coordenadas, nimero de individuos amostrados e espécies

4.3 Elaboracao de primers

Nao existem ainda seqiiéncias disponiveis do gene yolk para as espécies estudadas.

Sendo assim, desenvolvemos primers especificos para a amplificacdo destas regides em

Anastrepha, através do alinhamento das sequencias de nucleotideos ortdlogos do gene yolk

obtidos a partir de quatro géneros filogeneticamente préximos ao género Anastrepha

disponibilizados no GenBank; Drosophila, Anopheles, Ceratitis € Bactrocera. Tratamos
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estas sequéncias com editores de texto padrdo e passamos para o formato adequado para
andlise no programa BioEdit (Hall, 1999) e utilizamos o software ClustalW (Higgins, et al.,
1994) para o alinhamento das sequéncias homoélogas. Tal software permite o alinhamento
mesmo quando as diferentes sequéncias apresentam tamanhos distintos relacionados a
processos de inser¢des ou delecdes. A partir deste alinhamento foi possivel inferir as

regides evolutivamente conservadas com potenciais para a construcdo de primers.

Realizamos o alinhamento visual destas sequéncias para se verificar a adequagdo do
alinhamento e também para se detectar regides mais conservadas que pudessem estar
flanqueando regides altamente polimorficas. As regides mais conservadas no maior nimero
de taxa filogeneticamente proximos de Anastrepha foram as escolhidas para o desenho de
primers especificos conservados que pudessem também amplificar sequéncias do gene yolk
em Anastrepha. Escolhemos os primers que seriam testados e, com o auxilio do programa
OligoAnalyzer3.0(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.asp
x/oligocalc.asp) analisamos as temperaturas de desnaturacdo, valores de delta G e
possibilidade de formacao de estruturas secunddrias, tanto em ligacdes entre 0s mesmos
primers como entre os diferentes do conjunto. Assim, verificamos a estabilidade das
estruturas de forma a tentar reduzir a produgdo de artefatos nas reagdes de amplificagao,
otimizando o processo de obtencdo das sequéncias nucleotidicas do gene em questdo. Uma
vez testados e escolhidos, usamos o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para
verificar se tais regides sdo Unicas ou apresentam sequéncias similares em outras regides
nao homodlogas encontradas no “GenBank”. Sendo estas regides especificas, tais primers

foram sintetizados.

O par de primers utilizados nas reacdes de amplificacdo estdo representados na
figura 2. A representacdo inclui também a regido amplificada, bem como os introns e
éxons. Amplificamos uma regido de aproximadamente 900 pb, incluindo 3 éxons e 2

introns.
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B C:on S—
B intron -900ph
Exon1  intron 1 Exon 2 intron 2 Exon 3
—h. .‘—
Frimer 'k 266f Primer vk 1043r

| Fig. 2 Representacio esquematica da regido amplificada do gene yolk, seus primers e regides exonicas e
intrénicas

4.4 Extracao de DNA

Perfuramos o corpo dos insetos, incubando-os em tubos de polipropileno contendo
solucdo de 100 mM de NaCl, 100 mM Tris-CI pH 8, 25 mM EDTA pH 8, 0,5% SDS e
solucdo de Proteinase K (20mg/ml), para quebra das células e liberacdo do contetido
intracelular, por 2 a 3 horas a 37°C. Apés este tempo, adicionamos RNAse (4mg/ml),
incubando a solugdo a 37°C por 15 a 60 minutos. Posteriormente centrifugamos a solugdo a
3000 rpm por 1 minuto a fim de se retirar as impurezas insoliveis. Transferimos o
sobrenadante para um outro tubo, adicionando a solu¢do 4 M de tiocianato de guanidina e
0,1 M Tris-Cl pH 7,5, e, apés homogeneizagdo em voértex por 5 a 7 segundos, o tubo €
centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos para a precipitacdo das proteinas. O sobrenadante
€ posto em outro tubo para posterior precipitagio do DNA através de solucdo de
isopropanol 100%. Com o DNA precipitado descartamos o sobrenadante e lavamos o
precipitado por duas vezes com etanol 70%, invertendo gentilmente o tubo por varias
vezes. Em seguida, centrifugamos a amostra a 13000 rpm por 5 minutos, descartando o
sobrenadante. Apds a lavagem final deixamos o etanol evaporar completamente a 37°C e

ressuspendemos o DNA em 200 pl de 4gua ultrapura.
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4.5 Amplificacao por PCR e purificacao do produto

Testamos um total de 4 conjuntos de primers através de diferentes condi¢des de
temperatura e concentracdes de reagentes e assim estipulamos as condi¢des 6timas a serem
utilizadas nas reacdes de amplificagdo. Os conjuntos de primers testados foram: yk266f--
yk1043r, yk 266f--yk886r, yk601f--yk1043r e yk601f-yk1102r, sendo que o par de primers
yk266f--yk1043r apresentou os melhores resultados de amplificacio e por isso o

escolhemos para ser utilizado neste trabalho.

Uma vez estabelecidas as condi¢des 6timas de amplificacio para o conjunto yk266f-
-yk1043r, as reacdes foram feitas utilizando-se DNA extraido de individuos de diferentes
localidades do Brasil. As concentracdes dos reagentes utilizados nas reagdes de
amplificacdo foram as seguintes: Tampao 10X (100mM Tris-Cl pH 9; 500mM KCI; 25mM
MgCly; 0,1-0,2 mg/ml BSA), BSA (0,1ug/ul), dNTPs (0,2mM), primers forward e reverse
(0,2mM) e Tagq polimerase (0.5U) com 1/100 de Pfu polimerase, responsdvel por reduzir a

taxa de incorporacao de erros, aumentando a fidelidade na PCR (Cline e cols., 1996).

Corremos os produtos de PCR em géis de agarose 1%, corados com brometo de
etideo e visualizados em luz ultravioleta para verificar a eficiéncia da reacdo, e assim
estabelecemos as melhores temperaturas e condi¢des de primers € dNTPs na amplificagdao
da regido de interesse. Marcadores de peso moleculares foram utilizados para confirmar se

o tamanho do fragmento amplificado correspondia ao tamanho esperado.

Os produtos de PCR foram precipitados com uma solu¢ao de PEG 8000 (20% de
Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M NaCl) (Lis & Schleif, 1975). Este procedimento garante a
precipitacdo do produto amplificado e, uma vez que ndo precipita eficientemente produtos
com menos de 200 pares de bases, serve para eliminar artefatos da reacdo de amplificacdo

como dimeros de primer e nucleotideos nao incorporados.

4.6 Quantificacao dos produtos de PCR
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O produto purificado € novamente submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e
corado com brometo de etideo a fim de se determinar a pureza e concentragdo dos
fragmentos obtidos. Esta concentracdo é também estabelecida através de Dot Blot (processo
de quantificacdo em gota), onde comparamos a intensidade da fluorescéncia (proporcional a
concentracdo de DNA aplicado) de cada amostra a padrdes conhecidos (marcadores de 10,

20, 30, 40 e 50 ng).

4.7 Clonagem

Clonamos as amostras purificadas em reacgdes de ligacdo com plasmideos T&A
cloning vector que apresentam resisténcia a ampicilina, usando o kit de clonagem T&A
Cloning Kit Protocol Book (Real Biotech Corporation), de acordo com recomendacdes do
fabricante. A reacdo de ligacdo € usada diretamente na transformacdo de bactérias

competentes da cepa DHS« utilizando o método de choque térmico.

Plaqueamos as coldnias recombinantes em meio de cultura LB seletivo (contendo
ampicilina  (100ug/ul)) e coletamos col6nias individuais apés um tempo de
aproximadamente 18h. Replaqueamos as colonias amostradas em novas placas seletivas
para uso futuro. Amostramos aproximadamente 5 colonias para cada reacdo de ligacdo

contendo um fragmento diferente de DNA amplificado.

Colocamos estas colonias em dgua ultrapura por 5 minutos a 90°C para lise das
células e posterior liberacdo dos plasmideos, e amplificamos este material com primers
M13 forward e reverse (0,2mM), que ligam-se préximo ao sitio de clonagem do plasmideo,
para revelar as colonias que incorporaram o inserto. Dessa forma diferenciamos as colonias
que incorporaram o inserto de falsos positivos. Os produtos de PCR no tamanho adequado
foram novamente purificados através da precipitacdo com PEG 8000 e ressuspendidos em

15ul de 4gua ultrapura.

4.8 Sequenciamento
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Os produtos amplificados destas clonagens foram purificados, quantificados, e em
seguida utilizados em reacOes de sequenciamento, na concentragdo adequada para o
tamanho do inserto. Fizemos as reagdes de seqiienciamento utilizando os primers M13
forward e M13 reverse a SmM, e o Kit Dynamic ET Terminator (GE) de acordo com
recomendacdes do fabricante. Além disso, adicionamos a reacdo DMSO 5% a fim de se
melhorar a efici€ncia de reacdes contendo insertos ricos em bases nitrogenadas G e C, este
mesmo reagente ndo afeta negativamente regioes que ndo sao ricas em G e C (Choi et al.,
1999), aumentando-se, deste modo, a especificidade da reacdo. Subsequente precipitamos
estas reacdes com Acetato de Amonio 7,5 M e etanol 95% e em seguida as ressuspendemos
em tampao de corrida adequado para a eletroforese em um sequenciador automaético
MEGABACE 4800 do laboratério de Imunogenética, DGE, UFSCar. Alternativamente, os
produtos de PCR foram enviados a empresa de sequenciamento Macrogen na Coréia do

Sul, onde tanto a rea¢do quanto a corrida do seqiienciamento foram realizadas.

4.9 Analises das sequéncias de DNA

As sequéncias obtidas foram analisadas com o software Chromas 2.31
(http://en.bio-soft.net/dna/chromas.html) que permite a visualiza¢do dos eletroferogramas e
a verificacdo da qualidade visual do sequenciamento. Como ambas as fitas foram
sequenciadas, esta verificacdo foi feita pelo alinhamento de ambos os eletroferogramas e
obtencdo da sequéncia consenso para o clone em questdo. Posteriormente as sequéncias
consenso de cada clone foram transferidas para o software BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html) para alinhamento e posterior andlise

filogeograéfica.

Para verificar a presenca de recombinacdo utilizamos o programa RPD 3 Beta 34
(http://www .bioinf.manchester.ac.uk/recombination/programs.shtml), que compara as
seqiiéncias trés a trés, determinando duas mais proximamente relacionadas. Através dessa
comparacdo, € calculado uma porcentagem de identidade nas diferentes posi¢des das
seqiiéncias, esperando-se encontrar maior proximidade entre as duas seqiiéncias que

apresentam maior relagdo. Se em uma determinada regido encontrarmos uma maior
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porcentagem de identidade entre duas seqiiéncias que apresentam menor relacio € possivel

que esteja ocorrendo, nessa regido, recombinagdo entre essas duas seqii€ncias.

Uma vez efetuada a verificagcdo da presenca de recombinacdo, realizamos uma
investigacao do nivel de polimorfismo, estimando o indice de diversidade de nucleotideos,
através da comparacgao par a par do nimero de nucleotideos diferentes por sitio entre todas
as sequéncias estudadas e estimamos a média entre todas as combinagdes tanto dentro das
espécies estudadas como entre elas pelo programa Dnasp v. 5.00.03. (Rozas et al., 2003). O
programa Dnasp também foi utilizado para a realizacdo de testes de selecdo feitos com
Tajima D, Fu & Li F e D e Fs de Fu.

O programa computacional TCS versdo 1.21 (Clemente et al., 2000) foi utilizado
para a obtencdo de cladogramas nao enraizados de hapldtipos que revelam as relacdes
genealdgicas entre as sequéncias. O TCS aplica a estatistica de parcimonia pelo algoritimo
desenvolvido por Templeton et al. (1992). Os “loops” presentes na rede foram resolvidos
utilizando critérios baseados na teoria da coalescéncia (Crandall & Templeton, 1993) e
podem ser resumidos da seguinte maneira: haplétipos sdo mais provéveis de estarem
conectados com haplétipos de maior frequéncia do que com haplétipos raros, haplétipos
sd0 mais provaveis de estarem conectados com haplétipos do interior do que com
haplétipos das extremidades e sdo mais provaveis de estarem conectados com haplétipos da
mesma populacao ou regido do que com haplétipos que ocorrem em regides distantes.

Para andlise filogeografica utilizamos a anélise cladistica aninhada (Templeton et al.
1995) para determinar os principais fatores que possam estar afetando a estrutura
populacional das espécies do grupo fraterculus no Brasil. Nesta metodologia, utilizamos a
parcimOnia estatistica para inferir relacdes de parentesco entre os hapldtipos amostrados
por ser um método desenvolvido especialmente para lidar com filogenias intraspecificas.
Os haplétipos sao considerados as menores unidades da andlise e por isso considerados
clados nivel zero. O aninhamento inicia-se na extremidade da rede de haplétipos e move-se
um passo mutacional para o interior, unindo os haplétipos conectados a este passo num
subconjunto denominado clado de nivel 1. O procedimento € repetido até a obtencdo de um
nivel de aninhamento referente a somente um clado (clado final) (Templeton 2008).

Através do Programa Geodis (Posada et al. 2000) estimamos os seguintes indices:

Distancia do clado (Dc) e Distancia aninhada (Dn). A analise combinada destes dois indices
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permite a distin¢do entre fatores histéricos, como por exemplo expansao da distribui¢do
geografica, de fatores ecoldgicos, como fluxo génico restrito, que influenciaram a
distribuicdo de um tdxon. (de Brito et al., 2002). A anélise dos dados no programa Geodis
evidencia interpretacdes filogeograficas mais ajustadas que permitem distinguir entre a
histéria e estrutura das populagdes (Templeton e Sing, 1993; Templeton et al., 1995;
Templeton, 1998). Uma chave de inferéncia € utilizada para interpretar associagdes
significativas entre haplotipos e geografia, fornecendo assim uma inferéncia bioldgica
apropriada para os nossos dados.

Utilizamos ainda o programa Migrate para estimar taxas de migragdo que possam
estar ocorrendo entre as diferentes espécies aqui estudadas (Beerli, 2001). O programa

Migrate utiliza de maxima verossimilhanca para estimativa conjunta de theta e M através

do uso de uma estratégia de cadeias de Markov Monte Carlo.
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5 - Resultados e Discussao

Testamos um total de quatro conjuntos de primers yolk (yk266f--yk1043r, yk266f--
yk886r, yk601f--yk1043r, yk601f--yk1102r) utilizando pools de DNA de individuos de
diferentes regidoes do Brasil. Apos diversos testes de temperatura e concentragdo de primers,
verificamos que o conjunto yk266f--yk1043r amplificou uma tunica banda de forma
consistente que pode ser visualizada em gel de agarose 1%. Além de ter apresentado o
melhor resultado de amplificacdo, esse conjunto permitiu a obten¢do de um fragmento
longo, de aproximadamente 900pb, sendo assim, o escolhemos para amplificar uma regido
de interesse do gene yolk.

As concentracdes de reagentes utilizados na amplificacdo desta regido foram as
seguintes: Tampao 10X (100mM Tris-CI pH 9,0; 500mM KCI; 25mM MgCl,; 0,1 mg/ml
BSA), dNTPs (0,2mM), primers forward (yk 266) e reverse (yk 1043) (0,2mM) e Tag
polimerase (0,5U) com 1/100 de Pfu polimerase. As condi¢des utilizadas nas reacdes de

amplificacdo estdo representadas na tabela 2.

Etapas T°C Tempo ciclos
1 942 3 min 1
2 942 30 segs
3 61° 30 segs 4
4 72° 1 min
5 942 30 segs
6 58° 30 segs 33
7 72° 1min
8 72° 10 min

Tab. 2 Condicoes especificas utilizadas para a amplificaciao do gene yolk

Algumas reacdes de amplificacdo continuaram inespecificas, produzindo um certo
borrdo ao redor da banda, mesmo variando-se todas as condi¢des de ajuste da reagdo.
Nesse caso retiramos a banda de interesse do gel de agarose, ressuspendendo-a em 4agua
para, em seguida, proceder uma reagao de reamplificacdo, com temperaturas maiores, que

variavam de 62-65°C.
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Amplificamos e/ou reamplificamos a regido de interesse para o DNA de 37
individuos de diferentes localidades do Brasil, incluindo as trés espécies envolvidas neste
trabalho: A. obliqua, A. fraterculus e A. sororcula, sendo que, posteriormente, os produtos
de amplifica¢do foram clonados e seqiienciados. Para cada individuo clonado selecionamos
inicialmente 5 colonias a fim de se verificar, através de amplificagdo com o primer M13, se
essas colonias apresentavam o tamanho de fragmento esperado (colOnias positivas) para o
conjunto de primers em questdo. Das 5 colOnias selecionadas para cada individuo,
verificamos os tamanhos dos produtos através de eletroforese em gel de agarose e com a
utilizacdo de marcador de peso molecular. Em seguida quantificamos as amostras que
possuiam bandas de tamanho esperado e escolhemos duas coldnias positivas de cada
individuo para o sequenciamento, que foi feito utilizando-se primers M13 forward e M13
reverse. A figura 3 representa os diferentes clones positivos utilizados em reacdes de

seqiienciamento.

Fig. 3 Representacio dos clones positivos de diferentes individuos utilizados em reacoes de
sequenciamento

As seqiiéncias foram obtidas através do sequenciamento utilizando primers M13
foward e reverse, sendo que os produtos de PCR purificados foram enviados a empresa de

sequenciamento Macrogen na Coréia do Sul, onde tanto a rea¢do quanto a corrida foram
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realizadas. As seqiiéncias assim obtidas foram conferidas no GENBANK
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através da ferramenta BLAST e correspondem a regido
esperada do genoma das espécies estudadas neste trabalho. Através da visualizagdo das
sequéncias no programa Chromas 2.31 (http://en.bio-soft.net/dna/chromas.html)
verificamos a qualidade das seqiiéncias foward e reverse e inferimos uma seqii€éncia
consenso para o0  posterior alinhamento manual no programa  Bioedit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html). Através do alinhamento das seqiiéncias
consenso, pudemos identificar polimorfismos nesta regido de interesse tanto dentro quanto

entre individuos. As figuras 4 e 5 representam respectivamente polimorfismos no mesmo

individuo e entre individuos.

c A G C C A T C A T T T G T T C C A A& G T C ©C C A& G

c 4 G C C s T C s T T T G T T © C A B G T C ©C C A G

b)
Fig. 4 Eletroferograma mostrando polimorfismo na regido marcada entre duas colonias do mesmo
individuo (a) VAlta Cx4G4 colonia 1 (b) VAlta Cx4G4 colonia 2

i1 acc@T®T GG CCcCTOCOCTTCG AT G T &

D)
Fig. 5 Eletroferograma mostrando polimorfismos na regiio marcada entre duas colonias de individuos
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distintos (a) V.Alta Cx4G4 colonia 2, (b) J. Pessoa Cx2G4 colonia 4)

Embora exista mais de uma cépia do gene yolk em diversos dipteros (Sappington,
2002), ndo existem evidéncias ainda da existéncia de mais de uma cépia do gene yolk em
Anastrepha. Apenas um grupo restrito de Diptera foi analisado, e hd excecdes, como a
mosca Tsé-tsé que apresenta apenas uma cépia (Hens et al., 2004). Nossos resultados de
sequenciamento indicam ao menos que niao encontramos mais de duas copias de yolk nos
individuos que tiveram mais de duas colOnias seqiienciadas (diversos) e ndo encontramos
muita divergéncia entre as copias seqiienciadas. Isso sugere que podemos ter apenas uma
copia do gene yolk, ou que estejamos amplificando apenas uma, uma vez que a outra copia
presente em outros Diptera apresenta ja uma certa divergéncia molecular de forma a
impedir sua amplificacdo com os primers aqui utilizados.

Através da utilizacdo do programa RDP 3 Beta 34
(http://www .bioinf.manchester.ac.uk/recombination/programs.shtml), detectamos a
presenca de recombinagdes em algumas seqiiéncias referentes aos seguintes clones: Belém
Cx5A85, Babaculandia Cx1E311, 3 Lagoas Cx1A25, 3 Lagoas Cx1A28, Babacgulandia
Cx1E12, Campinas Cx3E23 , Babacgulandia Cx1E14, Marilac Cx3G34, Estrela D’Oeste
Cx2G117, Campinas Cx5E12, Piracicaba Cx4ES81, Florianépolis Cx2H21, C.Grande
Cx4F53, V. Alta Cx4G34, C.Frio Cx5B41, Floriandpolis Cx2H23, V. Alta Cx4G42, Joao
Pessoa Cx2G42, C. Frio Cx5B31, C. Frio Cx5B32, Bonito Cx2C86, sendo que essas
recombinacdes localizavam-se na regido de aproximadamente 170pb e outra na regido de
aproximadamente 530pb. Como a recombinac¢do mistura sinais histéricos de parentesco,
temos que remové-las antes das andlises filogenéticas. Dessa forma, Templeton et al.,
(2000) sugerem duas alternativas para resolver o problema de recombinacdo nas
seqiiencias. Em uma delas, removemos as seqiiéncias recombinantes € mantemos a regiao
inteira analisando apenas individuos que ndo sofreram recombinacdes. Alternativamente,
fazemos a particdo dos dados, ou seja, dividindo a sequéncia toda em regides que nao
sofreram recombinacdo, tratando-as como regides distintas. No caso do gene yolk, tivemos
que particionar os 908 pb em trés partes. A primeira parte englobando o primeiro éxon, o
primeiro intron e parte do segundo éxon, caracterizando uma regido de aproximadamente

247 pb. A segunda parte englobando somente o segundo éxon, com aproximadamente 337
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pb e a terceira parte englobando o terceiro éxon, com cerca de 163 pares de base. A
representacdo grafica dos genes yolk em Drosophila, bem como a particdo efetudada neste
trabalho referente a copia tnica do gene yolk em Anastrepha estdao representados na figura
6. O par de primers utilizados neste trabalho amplificou grande parte do gene yolk em

Anastrepha.

YKL 4, YK2 1Mb 3’%3
vk
B :i:on
/ \ B intron
T I I
8 247 pb mid 337 pb 3 163pb

Fig. 6- Representacido esquematica dos genes yolk em Drosophila(ykl, yk2, yk3) e subdivisao em trés
partes do gene yolk em Anastrepha. As cores azul e verde representam respectivamente éxons e introns.
E importante ressaltar que para Anastrepha nao ha evidéncia da presenca de outras copias do gene yolk

A subdivisdo do gene yolk em partes reduziu para a grande maioria das seqiiéncias o
efeito das recombinagdes, embora tenhamos detectado ainda efeitos de recombinacdo na
sequéncia Estrela D’Oeste Cx2G117 na regido mid, e assim a removemos da andlise para

essa regido.

5.1 Analises de Polimorfismo e Divergéncia entre as regioes génicas

Como mencionado anteriormente, o gene yolk amplificado neste trabalho apresenta
cerca de 900 pb e foi subdivido em trés partes, sendo que somente a primeira delas
apresenta um fintron. Através do programa DnaSP v. 5.00.03 (Rozas, et al, 2003)
analisamos o nivel de polimorfismo e divergéncia para as trés partes nas trés espécies

envolvidas no trabalho. A porcentagem média de nucleotideos diferentes por sitio entre
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seqiiéncias define um parametro importante de diversidade molecular, a diversidade
nucleotidica. Este parametro, bem como o nimero de sitios polimdrficos e os valores de
theta (indicativo da quantidade de polimorfismos mantido na populagdo pelo balango entre
deriva genética e mutagdo) por seqiiéncia foram utilizados para determinar o grau de
polimorfismo dentro e entre as espécies.

Todas as regides nas trés espécies mostraram-se altamente polimérficas e isso ficou
evidenciado pelos altos valores de diversidade nucleotidica e pelo nimero de sitios
polimérficos. Na primeira parte do gene (regido 5°) encontramos um intron altamente
polimérfico, sendo este polimorfismo uma ferramenta eficaz no estudo comparativo entre
populacoes.

Esses valores também mostraram que o indice de diversidade é ainda maior na
regido final (3’) do gene, sendo que esta regido € a que apresenta o menor nimero de
nucleotideos analisados. Os valores de theta também mostraram-se elevados e sdo sempre
menores em A. sororcula possivelmente porque amostramos somente 7 individuos desta
espécie. O numero de sitios polimoérficos, em grande parte do gene, é maior em A. obliqua,
mesmo amostrando-se uma menor quantidade de individuos dessa espécie comparado a A.
fraterculus.

A tabela 3 representa os niveis de polimofismo através dos dados de diversidade
nucleotidica (Pi), bem como o nimero de sitios polimérficos (S) e valores de theta por

nucleotideo (®) nas trés espécies em questao para as trés regioes do gene yolk.

5 Mid 3

Pi S} S Pi © S Pi o S
A.obliqua 0,0227 | 0,0495 | 48 | 0,0182 | 0,0355 | 47 | 0,0300 | 0,0408 | 26
A.fraterculus | 0,0179 | 0,0536 | 40 | 0,0215| 0,0449 | 60 | 0,0341 | 0,0361 | 23

A.sororcula | 0,0169 | 0,0278 | 19 | 0,0215 | 0,0267 | 28 | 0,0321 | 0,0310 | 16

Tab. 3 Representacio dos indices de diversidade nucleotidica, theta e niimero de sitios
polimorficos para as trés espécies de Anastrepha referentes as regioes particionadas do gene yolk

Os indices de diversidade nucleotidica também mostraram-se elevados quando
comparamos as trés espécies duas a duas. Nesse caso, verificamos os maiores valores de

diversidade nucleotidica total entre as espécies A. obliqua e A. fraterculus para as trés
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regides génicas, e os menores valores comparados de diversidade nucleotidica total entre as
espécies A. fraterculus e A. sororcula também para as trés regides em questdo. Essas
comparagdes revelam que pode haver uma menor diferenciagdo entre A. fraterculus e A.
sororcula, mostrando que estas espécies podem estar mais proximas filogeneticamente
quando comparamos uma dessas espécies a A. obliqua. Morfologicamente, a maior
dificuldade em se distinguir um individuo A. fraterculus de um individuo A. sororcula
também representa uma possivel evidéncia a mostrar uma maior aproximacgao entre essas
duas espécies.

Outro ponto importante da andlise € que embora um nimero reduzido de individuos
tenha sido seqiienciado, este ndmero ja foi suficente para indicar que ndo existem sitios que
estejam fixados em uma espécie e ndo estejam presentes em outra. Isso mostra a
dificuldade que pode existir na descoberta de marcadores eficazes que possam estar
distinguindo amplamente essas espécies.

Outro indice importante € o que mede a relacdo entre as taxas de substitui¢des nao
sindbnimas e sindnimas. Através da obtencdo deste indice, € possivel determinar se os
trechos génicos analisados estdo sob influéncia de algum tipo de sele¢do ou neutralidade.
Os resultados obtidos para essa andlise comprovam que, apesar de encontrarmos
substituicdes que promovam alteracdes a nivel de aminodcidos, verificamos que, no geral,
a maioria das substitui¢des acontece na terceira base do cédon, ndo levando a substituicdao
do aminoécido. Todos os valores de Ka/Ks entre as espécies nos trés trechos indicaram para
uma possivel ocorréncia de selecdo purificadora, sendo que sob o efeito deste tipo de
selecdo temos um processo de “filtragem” acontecendo a fim de remover alelos com efeitos
deletérios na populagdo. Os valores da relacdo entre as diversidades nucleotidicas nio
sindbnimas e sindnimas foram menores entre A. fraterculus e A. sorocula para duas das trés
regides gé€nicas andlisadas, e maiores entre A. fraterculus e A. obliqua para as trés regioes
génicas, evidenciando novamente uma possivel maior aproximacgdo entre as espécies A.
fraterculus e A. sororcula. A tabela 3 representa os indices de diversidade nucleotidica
comparados, bem como os valores de Ka/Ks comparados, para as regides 5°, mid e 3’

respectivamente.

30



5 Mid 3
Pi Ka/Ks Pi Ka/Ks Pi Ka/Ks
Afr-Aob 0,02195 0,42 0,02272 0,42 0,03312 0,24
Afr-Aso 0,01831 0,30 0,02039 0,33 0,03225 0,23
Aob-Aso | 0,02119 0,32 0,02153 0,35 0,03335 0,20

Tab. 4 Representacio dos indices de diversidade nucleotidicas e ka/ks comparados para as trés
regioes do gene yolk

A andlise dos dados mostram que o gene yolk apresentou elevado nivel de variacao
tanto intra, quanto interespecificamente. A andlise comparada destes valores com valores
obtidos para outros genes nucleares, o gene fruitless € o gene doublesex, investigados nas
mesmas espécies de Anastrepha mostrou um padrdo similar de alto nivel de polimorfismo.
Estudos preliminares feitos em nosso laboratério apontaram para altos indices de
diversidade nucleotidica e theta para as trés espécies de Anastrepha quando analisamos os
genes fruitless e doublesex (Sobrinho Junior, 2009). No entanto, os valores de diversidade
nucleotidica e theta para esses dois genes foram ligeiramente menores quando comparados
ao gene yolk, o que pode ser reflexo da existéncia de dois introns nas sequéncias de yolk
analisadas. A tabela 5 abaixo compara os valores de diversidade nucleotidica e theta entre

as trés espécies para as particdes do gene yolk, para o gene doublesex e fruitless.

yolk fru dsx
5 Mid 3
Pi S} Pi S} Pi C) Pi C) Pi S}
A.obliqua 0,0227 | 0,0495 | 0,0182 | 0,0355 | 0,030 | 0,0408 | 0,0126 | 0,0268 | 0,0106 | 0,0107

A.fraterculus | 0,0179 | 0,0536 | 0,0215 | 0,0449 | 0,034 | 0,0361 | 0,0108 | 0,2774 | 0,0178 | 0,0345

A.sororcula 0,0169 | 0,0278 | 0,0215 | 0,0267 | 9 o32 | 0,0310 | 0,0136 | 0,0252 | 0,0161 | 0,0245

Tab. 5 Valores comparados de diversidade nucleotidica e theta referentes as particoes do gene
yolk, fruitless e doublesex para as trés espécies de Anastrepha

Outro ponto importante estd no fato de que tanto dados mitocondriais (Smith-Caldas
et al., 2001), como estes dados obtidos de genes nucleares em nosso laboratério revelaram
em geral uma auséncia de marcadores especificos de espécie para o grupo fraterculus. Este

padrao pode ser indicacdo de divergéncia recente entre as espécies deste grupo aqui
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estudadas ou pode ainda refletir a existéncia de fluxo génico na natureza entre estas

espécies, ou mesmo um problema maior taxondmico na identificacio de espécies do grupo.

5.2 Testes de Neutralidade e Distribuicao Mismatch

Para a teoria neutra das mutacdes, a maioria das substituicdes de bases que
segregam na populacdo e se tornam fixadas em uma populacdo € neutra com respeito ao
sucesso reprodutivo (fitness) (Kimura, 1968).

Atualmente muitos testes sdo utilizados em genética de populacdes a fim de se
determinar a ocorréncia ou nao de neutralidade seletiva em populacdes naturais. Para o
presente trabalho utilizamos os testes de D de Tajima (Tajima, 1989), D e F de Fu & Li (Fu
& Li, 1993) e Fs de Fu (Fu, 1996; Fu, 1997).

O Teste D de Tajima (Tajima, 1989) utiliza a variagdo genética dentro das
populacdes. Esta variacdo € calculada a partir da relagdo entre o nuimero de sitios
segregantes e o numero médio de diferengas nucleotidicas estimado pela comparagao par-a-
par. Os testes D e F de Fu & Li também utilizam-se de polimorfismos de DNA, porém,
levam em consideragdo o fator temporal das mutagdes que geram sitios polimorficos,
classificando-as como mutagdes antigas ou mais recentes (Fu & Li, 1993). Todos estes
testes ndo t€ém o mesmo poder de detectar desvios da neutralidade causada por diferentes
forcas evolutivas. A dificuldade da andlise destes testes de neutralidade vem do fato de
todos eles serem também afetados por processos populacionais como expansdo ou gargalos.
Além disso, processos distintos, como ‘“hitchhiking”, “background selection” ou “selective
sweep” (Fu, 1997) afetam diferentemente a cada um destes testes, sendo que seu uso
combinado pode permitir uma inferéncia dos padrdes de selecdo que afetam regides
especificas de DNA (de Brito, et al 2002).

Todos os testes de neutralidade realizados, tanto os de Tajima como os de Fu e Li
mostraram-se significativos, com exce¢do ao teste de Tajima para a regido 3°, que
apresentou um valor de -1,27042 (P>0,10). A tabela 6 mostra os valores de significancia

para as trés regides gé€nicas em todos os testes efetuados. Esses valores de significincia

rejeitam a hipdtese de evolugdo neutra para estas regides, corroborando com o resultado
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anterior sobre uma possivel ocorréncia de selecdo, que de acordo com os valores de Ka/Ks,
pode vir a ser do tipo purificadora.

Testamos também, através das trés regides génicas, o padrdo de distribuicdo de
distancias par-a-par (mismatch distribution), que refere-se ao nimero analisado de sitios
diferentes par-a-par nas seqiiéncias amostradas. Inicialmente consideramos para andlise de
nossos dados o padrdo referente a populacdo estidvel, em um segundo momento
consideramos populacdo em expansdo. As Figuras 7 e 8 representam graficamente para
populagdo estdvel e outra para populagdo em expansdo, respectivamente, para as regides 5’,

mid e 3’. A curva verde representa os valores esperados, enquanto a vermelha corresponde

aos valores observados.

Fig. 7 Representacio grafica de populacio estavel, referente as regioes 5°, mid e 3°, respectivamente

Fig. 8 Representacio grifica de populacio em expansio, referente as regioes 5°, mid e 3°,
respectivamente

Em nossas andlises ndo podemos eliminar eventos demograficos como o
crescimento populacional tendo afetado nossas amostras, desta forma, utilizamos como
contraste para andlise em mismatch a populacdo em crescimento e assim, observamos que
os resultados obtidos para as regidoes 5’ e mid sdo condizentes com valores esperados para
um crescimento do tamanho populacional. Os valores referentes aos dois principais

pardmetros utilizados (r, R2) para determinar o padrdo de distribuicdo mismatch estdo
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representados na tabela 6. Os valores significativos de r ¢ R2 sdo indicativos de que possa

ter ocorrido crescimento do tamanho populacional para as regides 5 e mid.

5 Mid 3
TajimaD | -2,6107* -2,1635* -
Fu&Li F -5,267** -4,665** -3,432**
Fu&LiD -5,584** -5,043** -3,868**
Fu&Li Fs -95,46 -85,71 -47,45
r 0,0136* 0.0069* 0.0072*
R2 0,0207* 0,0302* 0,0561*

P<0,05% P<0,02%* P<0.001 ***
Tab. 6 Representacio dos valores de neutralidade (Tajima D, Fu & Li F e D, Fu & Li Fs), bem
como os valores de distribuicao mismatch (r e R2) para as trés regioes do gene yolk.

Deve-se ressaltar que o padrdo de coleta aqui realizado também pode gerar os
resultados descritos anteriormente referentes a ocorréncia de possivel expansao
populacional ou ainda selecdo do tipo purificadora, haja visto que coletamos poucos
individuos de diversas partes do pais, buscando fornecer uma primeira informac¢do geral do
status deste grupo de espécies no pais. Desta forma, estamos potencialmente enviesando
nossos resultados para mutantes raros de baixa freqiiéncia, o que é o padrdo condizente

também com o esperado em expansdes populacionais ou na sele¢do purificadora.

5.3 Analise das redes de haplétipos

A genealogia entre os haplétipos foi inferida por meio da constru¢do de 3 redes
distintas, referentes as 3 regides génicas previamente indicadas. A relacdo entre os
haplétipos foi estimada através dos métodos de parcimOnia estatistica, em que oS
agrupamentos sdo feitos baseados em mutacdes que ocorrem ao longo das seqiiéncias. Por
serem baseadas em cdlculos referentes a freqii€ncia desses haplétipos nas populagdes
amostradas utilizando-se um algoritmo especifico descrito por Templeton et al., (1992) as
redes haplotipicas sdo responsaveis por produzir uma reconstru¢do evolutiva da histéria
genealdgica da variacdo encontrada nas amostras de DNA que experimentaram pouca ou

nenhuma recombina¢do (Templeton, 2001). Dai a importincia de um conhecimento
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adequado sob a ocorréncia de recombina¢do em um determinado trecho génico, pois dessa
forma podemos minimizar seus efeitos e inferir uma histéria genealégica mais coerente
para um determinado grupo.

Com base na parcimdnia foram geradas trés diferentes redes haplotipicas referentes
as regides 5’, mid e 3’ como representado nas Figuras 9, 10 e 11 respectivamente. Nas
redes geradas pelo programa TCS 1.21 (Clemente et al., 2000) os haplétipos sdo
representados por elipses, sendo que o tamanho das elipses € proporcional ao nimero de
individuos encontrados para cada haplétipo. Nao houve nenhum haplétipo com nimero
muito grande de individuos e por isso as elipses nas trés redes, em geral, ndo variam muito
em tamanho. Os circulos menores, que ligam os haplétipos identificados, correspondem aos
haplétipos ndo amostrados e s3o classificados como intermedidrios, € os haplétipos
representados por retdngulos correspondem aos haplétipos ancestrais. Nas trés redes, os
haplétipos identificados foram representados por elipses, os haplétipos inferidos
(intermediarios) pelo numero 0, e os ancestrais, inferidos por coalescéncia, foram
representados por retangulos.

A rede haplotipica referente a regido 5’ apresentou ao todo 61 haplétipos, sendo que
o mais freqiiente foi o IX , presente em 7 seqiiéncias. Outros haplétipos apareceram mais de
uma vez, o XLVII e o XXIX esteve representado em duas seqiiéncias cada um, e o
haplétipo XXII esteve representado em trés sequéncias. A tabela 7 representa os haplétipos
e suas localizacdes referentes a regidao 5°. O simbolo * seguido de um nimero cardinal

significa que um mesmo haplétipo foi representado mais de uma vez na mesma localidade.

Localidades Haplétipos
Araguaina TO VI, XVII, XXXIX, XL
Babagulandia TO X1, X1V, XVI
Bauru SP XXVI, LXI
Belém PA IX, XII, XLI, XLIV
B.V. de Goias GO XXIX, XXX
Bonito PE IX, VI, XXXII, LVII, LVIII, LX
Cabo Frio RJ XXIL 1, X, XX
Campinas SP I, XXVIII, XLVIII, LIX
Campo Grande MS XXI, XXXVI, L, LI
Curitiba PR XX, XXIV
Estrela D'Oeste SP V, VIII, XLV




F. de Santana BA LI, LI
Floriandpolis SC XXXVII, XXXV
Gurupi TO XV, LV
Jodo Pessoa PB I, XXXIII
Linhares ES XVII
Joinvile SC XXVII, XXXV
Marilac MG IX, XXV, XLII, XLVI
Palmas TO IX * 3, XI, XIX, XLIV
Piracicaba SP IX, IV
Recife PE XLVII * 2
Séo Carlos SP XXI, XLIX
Trés Lagoas MS LIV, LVI
Vargem Alta ES XXX, XXI11, XXX, XXXIV

Tab.7 Representacio dos haplétipos e suas respectivas localidades referentes a regido 5’

A rede da regido 5’ € caracterizada por conter o ancestral ( IX) central, sendo que
este centro apresentou reticulagdo, com varios ramos curtos de poucos passos mutacionais
gerando haplétipos mais recentes. Desse mesmo ancestral, trés grandes ramos geraram trés
outros haplétipos também antigos (ndo ancestrais) e com reticulagdes, sendo que estes
produziram haplétipos mais recentes, com poucos passos mutacionais entre eles. Esta rede,
portanto, pode ser caracterizada pela presenga de quatro grandes regides: uma regido
central reticulada de onde saem trés longos ramos gerando outras trés regides mais externas
também reticuladas. Os hapldtipos ancestrais pertencem em sua maioria a espécie A.
obliqua oriundos da regiao Norte-Nordeste do pais, gerando trés ramos independentes, cada
um deles com somente um passo mutacional. Um desses ramos dd origem somente a
haplétipos A. obliqua, sendo que estes sdao pertencentes a regido Norte-Nordeste do Brasil,
excetuando-se o haplétipo pertencente a localidade Trés Lagoas - MS. Os outros dois ramos
oriundos dos mesmos ancestrais deram origem a maioria de haplétipos A. fraterculus,
sendo que grande parte destes pertencem a regiao Centro-Sul do Brasil.

A rede de hapldtipos da regido 5° estd representada na figura 9, com as cores
amarelo, azul e vermelho representando respectivamente os haplétipos pertencentes as

espécies A.fraterculus, A.obliqua e A.sororcula.
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Fig. 9 Rede haplotipica referente a regiao 5’

A rede correspondente a regido mid apresentou um total de 66 haplétipos, sendo que

a freqii€éncia de haplétipos repetidos foi inferior comparado a regido 5°. O haplétipo XIII
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foi o mais freqiiente, estando presente em quatro sequéncias. Outros haplétipos estiveram
presentes em mais de uma sequéncia, o VII esteve presente em trés sequéncias e o XXVI
foi representado em duas sequéncias. A tabela 8 representa os haplotipos e suas
localizacdes referentes a regido mid. O simbolo * seguido de um ndmero cardinal significa
que um mesmo haplétipo foi representado mais de uma vez na mesma localidade. O

haplétipo XIV ndo estd representado e por isso temos o haplétipo LXVII (Babagulandia).

LV

Tab. 8 Representacio dos haplotipos e suas respectivas localidades referentes a regido mid
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A rede haplotipica mid apresenta maior complexidade comparada as outras redes.

O haplétipo ancestral (I) encontra-se na regido superior da rede e origina haplétipos
recentes, com poucos passos mutacionais entre eles. Através de um ramo interior €
produzido o haplétipo X, sendo que deste hapldtipo saem quatro ramos que vao determinar
a estrutura restante da rede. Em dois desses ramos, temos a origem direta de dois haplétipos
(XTI e XXX) através de somente um passo mutacional, nos outros dois ramos tem-se uma
estrutura mais complexa, sendo que em um deles temos a presenca de grande quantidade de
individuos referentes a espécie A. fraterculus. O haplétipo ancestral superior (I) pertence a
espécie A. obliqua, originando na parte superior da rede somente haplétipos A. obliqua
pertencentes as regides Norte-Nordeste do Brasil. Os haplétipos pertencentes a espécie A.
fraterculus concentram-se na parte inferior da rede e parecem ter se originado (em grande
parte) através de um haplétipo da espécie A. sororcula (XX) pertencente a localidade
Campo Grande- MS. A rede de haplétipos da regidao mid estd representada na Figura 10,
com as cores amarelo, azul e vermelho representando respectivamente os haplétipos
pertencentes as espécies A. fraterculus, A. obliqua e A .sororcula. O haplétipo X1V nido esta

representado na rede mid e por isso temos o haplétipo LXVII.
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Fig. 10 Rede de haplétipos referente a regido mid

A rede haplotipica 3’ é a que apresenta o maior nimero de haplétipos repetidos e
isso pode estar diretamente relacionado a menor quantidade de bases presentes nessa
regido. O haplétipo I € o mais freqiiente e aparece em sete sequéncias, o XXIX em cinco
sequéncias, o XIV em quatro sequéncias, os haplétipos XVIII e XXI aparecem em trés

seqiiéncias cada, e os haplétipos VII e XIX aparecem em duas sequéncias cada. A tabela 9
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representa os haplétipos e suas localizacdes referentes a regido 3’ . O simbolo * seguido de
um numero cardinal significa que um mesmo haplétipo foi representado mais de uma vez

na mesma localidade.

Tab.9 Representacao dos haplétipos e suas respectivas localidades referentes a regiio 3’

A rede haplotipica 3’ é mais simples, com a presenca de 54 haplétipos, sendo que o
haplétipo ancestral (I) € representado somente por seqiiéncias de A.obliqua. Na parte
superior da rede a partir desse ancestral surgem vdrios haplétipos recentes, com poucos

passos mutacionais entre eles. A regido central da rede € dividida em quatro ramos a partir
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de um haplétipo inferido, sendo que em dois desses ramos sdo gerados dois haplétipos
através de somente um passo mutacional € em um terceiro ramo temos na parte inferior
duas reticulagdes. Na rede 3’ ndo observamos qualquer passo mutacional que origine
somente haplétipos de uma espécie. Os haplétipos das trés espécies misturam-se ao longo
da rede, tanto na parte superior quanto na inferior, e a menor estruturacdo haplotipica
referente a regido 3’ do gene yolk pode ter sido determinada pela menor quantidade de
nucleotideos amostrados para esta regido, sendo tal fato observado pelo aumento no
nimero de haplétipos semelhantes. A rede de haplétipos da regido 3’ estd representada na
figura 11, com as cores amarelo, azul e vermelho representando respectivamente 0s

haplétipos pertencentes as espécies A. fraterculus, A. obliqua e A. sororcula

Fig. 11 Rede de haplétipos referente a regiao 3’
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5.4 Nested Clade Phylogeographical Analysis (Analise filogeografica

dos clados aninhados)

A metodologia de Nested Clade Phylogeographical Analysis foi aplicada com o
objetivo de se diferenciar eventos histéricos da estrutura genética das populacdes
(Templeton, 1998; Templeton, 2001). A andlise de clado aninhado foi aplicada nas trés
redes haplotipicas de acordo com as regras de Templeton (1995). O aninhamento inicia-se
nas extremidades da rede e movem-se um passo mutacional para o interior, conectando os
haplétipos ligados por este passo, de modo que o subconjunto contendo esses haplétipos
refere-se ao clado nivel um. Os clados de nivel dois sdo formados utilizando as mesmas
normas de aninhamento, tendo os clados de nivel um como unidades. O processo de
aninhamento prossegue até se atingir o clado final, onde todos os haplétipos estardao
incluidos.

As figuras de 12-22 representam os aninhamentos em seus diferentes niveis,

separadamente, para as regides 5°, mid e 3’, respectivamente.
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A andlise dos clados aninhados foi efetuada no programa Geodis (Posada et al.

2000), no qual pudemos comparar a hipétese nula de nenhuma associacio entre a estrutura
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das redes e a distribuicdo geogréafica dos haplétipos, com uma hipdtese alternativa que
associa uma relagcdo direta entre o agrupamento dos componentes da rede de acordo com
suas localizacOes geograficas. A andlise no Geodis incluiu estimativas de indices de
distancias geograficas (Dc, Dn e I-T) entre haplétipos ou clados que foram utilizados para
interpretar processos histéricos e contemporaneos, de acordo com a chave de Templeton
(2008, atualizada). Os resultados obtidos para cada rede haplotipica mostraram que a
hipdtese nula ndo pode ser rejeitada para grande parte do clados, ou seja, a ndo rejeicdo da
hipétese nula implica a falta de estruturagdo geografica nos dados obtidos. Por outro lado,
alguns haplétipos apresentaram niveis significantes para os valores de Dc, Dn ou I-T
rejeitando assim a hip6tese nula de ndo associacdo entre o agrupamento das redes
haplotipicas e suas distribui¢des geograficas, mostrando nesse caso associagdes para 0s
quais foi possivel apontar relacdes filogeogréficas.

A tabela 10 representa o resultado completo dos valores de Dc, Dn e I-T para todos
os clados, significativos ou ndo, referentes a regido 5°. Os haplétipos e clados marcados
com coloragdo acinzentadas representam os interiores, os simbolos S e L representam
valores de significancia para significantemente mais restrito e mais disperso do que seria de

€sperar ao acaso.

Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade

| 0 1023

| O 1167Q1_1 1031 1031

1l 0 909

I-T 0 -201 21 1100 1158

XXXII - - 1.2 0 938

XXX - - 1.3 0 1114

XXXIV - - 1.4 0 690

XXXV - -1 0 1483 3_1 1134+ 1327¢
I-T 1031 -25

XXXVI - - 1.6 0 742

XXXVII - - 17 0O 183Q2 2 295 1088

XXXV - -1 0 183
I-T 0 279
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Vi
VIl

I-T
XXXIX
XL

Xl

Xl

XL
XL

XL
XLIV

LVI

Xl
b \%
LV
XVI
XVII
XVII
XIX

XV

LIl
LIl
LIV

XX
XXl
XXII
XXIII
I-T

O O O O O o o o

748

748

751
933
988
1464
933
902
213
-110

582
388
194

426
202
808
416
460

1

_9

1_10
1_11

_12

_13

1_16
117

_39

219

466

803

568

568

o O

512

982

632
632

889Q2_4

1270

833

319
140

I-T

554

239
315
55602_15

1096
-5401-T

549

940 949

0 923

940 26
495§ 6013

736 850

-241  -249

3_2

3_4
I-T

947

6915

45

977

7513

-48
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XLVI - - 1.20 0O 885

XLV - - 19 0 515
XXIV o 330121 342 a4 456 7S
XXV 0 759
XXV 0 146
T 0 -123
XXV o 1922 186 4s2
XXVIL 0 279
T 0 -140
33 863 848
T 337 -155
XXX 628 628 26 636 733
XXX 0 473|125 628 568
XXX 0 938
T 628 78 42
] S - 1.2 0 838
1 .-
T 628 269
X - - 124 - - 25 0 1557
LV - - 138 o 7o 58 65
AV - 0 7
X - - 1,86 0 23
T o -s2fir 96-4595
xux - - .82 o 4fee s s fss s a7
XLV - - 130 0 87
T 0 -43
LIX Y 0 7127 0 65
T 58 0
X - -9 o s7fon 35 0 474

[-T 814 451t
Tab. 10 Representacio dos valores de Dc, Dn e I-T para todos os clados referentes a regido 5’

A tabela 11 refere-se a tabela dos resultados completos do Geodis referentes a

regido mid, onde todos os clados estdo representados, significativos ou ndo. A coloragdo
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acinzentada representa os clados interiores e os simbolos S e L representam que clado
apresentou-se significantemente mais restrito e mais disperso, respectivamente, do que
seria de esperar ao acaso.

Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn

| 529 741
| 0 117
I 0 313Q1_1 661 661
\% 0 117
Vil 0 911
I-T 212 660 21 716 786
XXIV - - 1.2 0 366
XXV - - 1.3 0 366
\ - - 1.4 964 1122
Vi - - 1.55 422 852
I-T 178 -83
LIX - - 110 2.2 01185
LXVI - - QB15 0 16 3_1 772 833
LXVII - - 2.4 225 427
XXVI - - 1.6 0 33
I-T 0 16
VI 0 777|1_7 517 465§2_3 372 775
IX 0 386
I-T 0 -391
XXVIL - - 1.8 0 232 4.1 837 948
I-T -170 31
XXX - - 1.1 0 611
X O 819¢1_12 819 833p2_5 837 836
Xl 0 819
I-T 0 0 3.2 819 845
XXXI - - 113 01078
I-T 546 303
Xl O 981Q41_14 955- 982t
Xl 961 949
XL - - 1.15 O 68142 9 805 807
XXXIX - - 116 0 681
XXXV - - 117 0 486 I-T 46 12
XXXVII - - - 118 0 486
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xxxvi - - 119 o esl

I-T 955t 379+ I-T -32 -29
XXIX - - 1.20 0 59I2_6 59 5933 53 1443L|
XXVI - - 121 0 59
LX - - 1.23 - - 27 0 39
I-T 59 20

Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn

XV o 7871 24 628 767
XV 0 522
1T 0 -266
woxov - - o5 01444828 11011094
XXXV - -
XXX - - 126 01117
XVII 0 268I]_27 359 1052
XVIl 0 542 34 989 1022
T 0 274
XXX - - 128 01444
T 282 21
LXI S - 136 - - 270 01663
i - - 139 - -
X - - 138 - - 271 0502
XIX 0 444 42 113581076
XX 0 444f1 29 590 72202 13 831 940
XX 0 884
T 0 -220
XLV - - 137 01158
T 590 -436l-T 1011 153
XV - - 131 - - 210 0 39035 4935 921
XV - - 132 - -
XLl - - b3 o3
xu - - 211 466 527
Xun - - 133 0 318
XUV - - 134 01198 T 340 171
T 0 -438IT 466 138
XUX - - 1.44 0 317
xvii - - a0 19sf2 14 272 291036 332 384
X - -
XLV - - 147 0 491
1T 0 23 43 4195 7715
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- - |1_4o 0 2690216 360 429

LIV - -

LV - - 141 0 543
I-T 0 -273

L - - 1.51 o 117

LI - - 1.52 0O 234218 156 337Q3_7 448 447

LIl - - 1.53 o 117

XXII 0 460Q1_48 615 666

XXIII 0 925

I-T 0 465 217 556 560 I-T 370L 242t

LVI - - 1.49 0 150

LVII - - 1.50 0 415

LVIII - - 1.54 0 774 I-T -116  -63
I-T 615  2201-T 400 223

Tab. 11 Representacao dos valores de Dc, Dn e I-T para todos os clados referentes a regiao mid

A tabela 12 refere-se a tabela dos resultados completos do Geodis referentes a
regido 3’, onde todos os clados estdo representados, significativos ou ndo. A coloragdo
acinzentada representa os clados interiores, € os simbolos S e L representam valores de
significancia para significantemente mais restrito e mais disperso do que seria de esperar ao

acaso.

Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn

| 4338 5788

| 0 1100

I 0 1222

\% 0 463Q1_3 0 1222

\% 0 1456

\ 0 1097

I-T 4335 -4895 21 7933 880
XXXV - - 120 824 875

\ 220 599

VIl 0 63241 2 580 608 3_1 942 990
IX 0 553

X 0 553

I-T 220 201-T 341 164
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Xl

Xl

Xl

I-T
XXXVI
XXXVII

XV
XV
I-T
XVI
XVII
XXXII
XXX
XXXIV

XLI
XL
XL

LIV
XLIV
XLV
XLVI

XXXV
XL
XXXIX

O O O O

414

414

S O O O

703
703f1 4 705 820
708 22
6

: |1_5 0 488

T 705 333
a7efi e 3025 1163
164
214
w019 389 1241023
586
254
196123 220 1008
200
N [P 0 188f2s
7 o 1129]

T 0 -94]
- 126 2.6
W 0 s47]29
: I1_8 0 275I

T 0 272
- 1.0 0 1311
2 0808s 2.4
- 0 1313

T 0-2548

654 1122

11268 1128t

3.2 936 977

323 564

0 381
365 895

833t 446t

1123 1165

Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn Clade Dc Dn
XVIII 737 736

XIX 0 805

XX 0 330p1_13 800 824

XXI 1031 1093

XXII 0 265

[-T 758 175 2.8 796 917

LI - - 115 0 1001

LIl - - 1.16 0 303

LIl - - 117 0 952 3.3 907 945
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XXIII
XXIV
I-T
XXV
XXVI
XXVII
XXVIII
XXIX
I-T
XLVII
XLVIII
XXX
XXXI
I-T
XLIX
L

O O O O O O O

929
929

0
0
0

522
787
-266
558

650]

862
756

935
229

1_14

I-T

1.18

119

1019]1_20

336

682

1_21
1.22
I-T

628 948]

548 -6
813 861

0 906)2_7
507 743

0 561

0 906

831

644 671-T 310t

853

I-T 15 13
280

Tab. 12 Representacao dos valores de Dc, Dn e I-T para todos os clados referentes a regiao 3’

Uma vez determinado quais clados apresentaram uma estrutura genética espacial

significativa, evidenciado pela significancia de qualquer um dos trés parametros de

distancia (Dc, Dn e I-T), utilizamos a chave de inferéncia de Templeton (2008) para

mostrar os eventos que possam estar relacionados a esse valor de significancia. Na tabela

13 estdo representados, para as trés regides gé€nicas, os resultados de inferéncia dos clados

que foram congruentes com seus padrdes de distribui¢do geografica.

Clade Chave do Clado Inferéncia
34 1,2n0; 11(b)yes; 12no Continuous Range Expansion
33 1no; 2(a)yes, 3n0; 4no Restricted GenSlFIow with Isolation by
istance
5 4 1 1no; 2(a)yes, 3n0; 4no Restricted GenSlFIow with Isolation by
istance
42 1no; 2(a, d)yes; 3n0; 4no Restricted GenSlFIow with Isolation by
istance
C. Final 1no: 2(a, d)yes: 3no: 4no Restricted GenSlFIow with Isolation by
istance
1_1 1,19yes; 20no Inadequate Geographical Sampling
29 1,19 yes; 20no Inadequate Geographical Sampling
mid 31 1no; 2(a)yes; 3no; 4no Restricted Gene.FIow with Isolation by
Distance
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4 2 1no;2(b)yes;3(a)yes;5n0;6yes;13 yes Long Distance Colonization
C. Final 1no: 2(a,c,d)yes: 3no; 4no Restricted GenS.FIow with Isolation by
istance
1.3 1,2n0; 11(b)yes; 12no Continuous Range Expansion
23 1,19yes; 20no Inadequate Geographical Sampling
3 2.4 1,19yes; 20no Inadequate Geographical Sampling
3 1 1,2n0; 11(b)yes; 12no Continuos Range Expansion
32 1no; 2(c,d)yes: 3no: 4no Restricted GenSlFIow with Isolation by
istance
3.3 1no: 2(d)yes: 3no; 4no Restricted GenSlFIow with Isolation by
istance

Tab. 13 Clados que apresentaram valores significativos para as regiées 5°, mid e 3’.

Baseado nos resultados de inferéncia verificamos que dois eventos principais
ocorreram na drea de distribui¢do dos individuos amostrados. As inferéncias para os clados
37 1.3, 3 3_1 e 5 3_4 apontaram para a ocorréncia de uma expansiao continua da
distribuicdo no sentido Norte-Nordeste em direcdo a regido Centro-Sul do Brasil.
Interessantemente, todos estes eventos referem-se a grupos de A. fraterculus, indicando
possivelmente uma dispersdo desta espécie da regido mais central e nordeste do Brasil em
direcdo ao sul. Esta evidéncia pode ser verificada de forma clara quando observamos o
clado 1_3 referente a regido 3°, em que os haplétipos mais recentes (tips) encontram-se
mais ao Sul, enquanto os haplétipos mais antigos (interiores) estdo representados na por¢ao
Norte-Nordeste. Através da metodologia de Takahata et al. (2001) podemos inferir um
tempo estimado para estes eventos. Ao fazé-lo, isso permite-nos inferir se os eventos
similares detectados sdo geogrédfica e temporalmente congruentes (o que seria de fato
evidéncia de se tratar de apenas um evento) ou se ndo ha tal concordancia. Ao fazer tal
teste, verificamos que os eventos de expansdo continua ndo sdo estatisticamente distintos,
indicando que podem ser todos evidéncia de um mesmo evento unico. A tabela 14
representa os valores referentes a k, theta, T inferido e qui-quadrado referentes a expansao

continua da distribuicdo, mostrando que tais eventos nao sio estatisticamente distintos.

range exp k theta T quiguadrado
3'1_3 1,667 0,01343 561567,9
3'3_1 2,525 0,02219 847089,6
5'3 4 2,8 0,02115 673087,4 0,876963
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Tab.14 Representacio dos valores de K, theta, T e Qui quadrado evidenciando para ocorréncia
de evento tinico relacionado a expansao continua da distribuicio para os trés clados em questao (
P<0,05)

A interpretacdo de andlise cladistica aninhada para dados de DNA mitocondrial em
Anastrepha revelou a presenca de dois eventos relacionados a expansdo continua da
distribuicao no territério nacional. O primeiro evento trata-se de uma expansdo da regidao
central do Brasil a Bahia e Belém. Uma amostragem mais detalhada é necessdria para
determinar se tal evento se dd em direcdo a ocupacdo desse trecho Norte-Nordeste ou
acontece no sentido inverso (Santos, 1994; Selivon, 1996). Um outro evento de expansao
continua da distribui¢do refere-se a expansdo da espécie A. fraterculus para a regido de
Belo Horizonte, que tem sido observada no interior de Sao Paulo e no Sul do pais (Santos,
1994; Selivon, 1996). Nesses dois casos observamos uma certa diferenca comparada a
andlise cladistica do gene yolk, onde os dados apontam para expansdo em direcdo ao
centro-sul do Brasil. Como o estudo realizado com DNA mitocondrial ndo estimou datas de
divergéncia, ndo podemos inferir se estes eventos sao antagdnicos ou simplesmente reflexo
de taxas evolutivas e padrdes de divergéncia diferentes para marcadores genéticos distintos
do genoma.

Um segundo evento parece apresentar maior influéncia sobre o padrio de
distribuicao espacial dos haplétipos do gene yolk para as populacdes de Anastrepha ao
longo do territério brasileiro. As inferéncias para oito clados ( 3’- 3_2, 3_3; mid- 3_1, clado
final e 5’- 3_3,4_1, 4_2 e clado final) apontaram para a ocorréncia de fluxo génico restrito
com isolamento por distancia. Através da verificacdo dos valores significativos de Dc, Dn
ou I-T para a inferéncia de fluxo gé€nico restrito com isolamento por distancia, observamos
tal resultado apenas para os clados superiores. Através da metodologia de Takahata et al.
(2001), verificamos que os eventos de restricao ao fluxo génico s@o todos razoavelmente
recentes, datando da ordem de 1 milhdo de geracdes atrds, se considerarmos uma taxa de
mutacdo de 1 x 10 /nucleotideo/geracio e considerando-se que devem haver entre 3-5
geragOes de Anastrepha por ano, isto permite estimar tais eventos em torno de 250.000 anos
atras. O fato de termos encontrado estimativas temporais congruentes para diversos eventos
de isolamento por distancia é surpreendente, pois eventos recorrentes como estes t€m o

potencial de continuar a ocorrer mesmo nos dias de hoje, e ndo temos evidéncia de que isto
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esteja acontecendo. Pode ser que nao tenhamos detectado valores significativos em clados
inferiores (mais recentes) por restricdes amostrais, uma vez que nossa amostragem € de fato
restrita, mas € também possivel que nestes niveis, ou seja, em populacdes mais proximas, o
fluxo génico possa estar ocorrendo com freqiiéncia suficiente para promover a
homogeneizacdo genética das populacdes. Por sua vez, em clados superiores o fluxo génico
torna-se restrito, porque o nivel de fluxo génico entre as populacdes mais distantes ndo €
suficiente para impedir um certo grau de diferenciacdo ao longo do tempo. A Tabela 15
representa os valores referentes a k, theta e T inferido referentes ao fluxo génico restrito

com isolamento por distdncia, mostrando que tais eventos nao sdo estatisticamente

distintos.

Clado k theta T
533 3,826 0,03367 911597,9
332 3,571 0,02508 1126570
3'3 3 3,895 0,04436 1319102

mid final 7,605 0,06183 1218240
54 1 4,363 0,05618 1060720
542 4,692 0,04858 1113526

5' clade f 4,437 0,08011 1098460

Tab. 15 Representacdo dos valores de K, theta e T. Teste de Takahata et al. (2002) de
congruéncia temporal destes valores indica valor de x2=0.097, n.s. Indicando niao necessidade de mais
de um evento de fluxo génico restrito com isolamento por distancia para os clados em questio ( P<0,05)

Estimativas de fluxo génico entre estas populagdes feitas através do software
Migrate encontraram valores bastante altos, superiores a 60 e chegando a 200 quando
estimamos fluxo génico entre espécies, e superiores a 40 chegando a 300 quando
artificialmente separamos as espécies em norte e sul. Tais valores sdo muito altos e de fato
podem refletir aspectos distintos.

Podemos distinguir um certo agrupamento entre as espécies de Anastrepha,
particularmente nos cladogramas das regides 5° e mid. O clado 3_3 (5°) apresenta um
subclado (2_14) com haplétipos antigos (interior) com presenga de grande parte de
individuos A. fraterculus, um outro subclado (2_6) pertencente a esse mesmo clado infere
a presenca de individuos A. obliqua e A. sororcula, indicando um possivel papel da redugdo
do fluxo génico promovendo os agrupamentos populacionais. Em grande parte dos clados

que inferem fluxo gé€nico restrito com isolamento por distancia temos um padrio parecido
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ao clado 3_3, de modo que, invariavelmente, A. fraterculus se apresenta nos ramos mais
internos dos cladogramas. O padrdao de isolamento por distancia foi também encontrado
para dados de DNA mitocondrial de clados dispersos por todo o Brasil (de Brito e Matioli,
dados nao publicados).

As figuras abaixo representam esquematicamente os dois principais eventos que
podem ter ocorrido na drea de distribuicdo dos individuos amostrados. A figura 23a
representa a direcdo da expansdo continua da distribui¢do, enquanto a figura 23b mostra a

area total de ocorréncia de isolamento por distancia através do fluxo gé€nico restrito.

Fig.23 a) Expansao continua da distribuicao b) Fluxo génico Restrito com IBD

Deve ser ressaltado também que um padrio de restricdo ao fluxo génico por
isolamento por distancia nao é adequado para estimativas de fluxo génico como medimos,
uma vez que o fluxo génico entre populacdes préoximas é maior do que entre populagdes
mais distanciadas. Ao fazermos uma separagdo artificial norte-sul apenas para efeitos de
estimativa geral deste fluxo, corremos o risco que nossas estimativas sejam superestimadas,
como imaginamos que possam estar, por considerar este fluxo existente entre populacdes
proximas e generaliza-lo para populacdes mais distantes. A capacidade de detec¢do de sinal
da NCPA depende tanto do tipo de sinal quanto do tamanho amostral. Eventos mais

radicais podem ser observados com tamanhos amostrais menores, enquanto que outros
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eventos podem requerer um tamanho amostral significativo para serem observados. Como a
topologia da arvore pode influenciar na andlise resultante, e esta topologia depende de
eventos estocdsticos (0 processo de mutacdo marcando os ramos) para sua existéncia, existe
um componente estocdstico na arvore do qual ndo podemos escapar. No entanto, quando
consideramos esta andlise, utilizamos a drvore como sendo um componente conhecido que
define os contrastes que devemos fazer. Por desconsiderar o efeito estocastico do
cladograma, diversas criticas tém sido feitas ao NCPA (Petit, 2008., Knowles & Maddison.,
2002 e Knowles, 2008). Tais criticas ressaltam que uma andlise filogeogréfica feita apenas
com um marcador molecular € invariavelmente incapaz de separar o componente
estocéstico do processo real de diferenciacdo populacional. Isto fez com que modelos
probabilisticos tenham sido criados para tentar compensar esta estocasticidade (Carstens e
Richards, 2007; Richards, et al.,2007, Knowles e Maddison, 2008, Knowles, 2008). Tais
modelos sao interessantes por permitirem uma avaliacdo desta estocasticidade, por outro
lado sdo limitados pois apenas permitem-nos comparar modelos e testar probabilidades de
eventos que consideramos provaveis. Isto € uma grande limitagdo pois na maioria das vezes
ndo sabemos o que aconteceu as populagdes, e portanto ndo testamos todas as
possibilidades.

A necessidade de incorporacdo da estocasticidade da darvore ao processo de
inferéncia filogeografica é uma critica vdlida que ressalta que os modelos mais adequados
devem considerar diversas fontes de informacgdo para a inferéncia populacional. Por este
motivo, Templeton (2009) sugeriu que tal andlise deva ser feita com diversos marcadores
moleculares a0 mesmo tempo. Como marcadores distintos nos mesmos organismos estarao
passando por eventos demogréficos e evolutivos similares, embora filtrados pelo processo
estocastico de forma distinta, tal estratégia permitiria a correcao do processo estocdstico na
inferéncia populacional. Para que tal estratégia seja eficiente, deve-se considerar que
apenas eventos que tenham sido observados em mais de um marcador a0 mesmo tempo
devam ser considerados como provdveis. Tal proposta tem a vantagem de continuar
permitindo a capacidade exploratéria do NCPA, uma de suas grandes vantagens, e, ao
mesmo tempo, ser capaz de considerar a estocasticidade das genealogias produzidas.

Na andlise dos dados aqui obtidos, embora tenhamos investigado apenas um gene,

temos de fato informacdes genéticas como que de trés marcadores genéticos distintos. A
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recombinacdo é um processo que, se nao considerado na andlise, é capaz de destruir as
relagdes histdricas entre os organismos. Como detectamos em nossa andlise trés regides que
apresentam significativo grau de recombinacdo entre elas, podemos considerar tais regides
quase como marcadores independentes, uma vez que para todos os individuos que sofreram
recombinacdo tais marcadores serdo de fato independentes. Dessa forma, consideramos
como estatisticamente significantes apenas os eventos que foram detectados em mais de
uma regido génica, algumas vezes em mais de um clado na mesma regido.

Um bom entendimento acerca dos eventos que t€m afetado a evolugao e distribuicao
das espécies do grupo fraterculus ainda dependera da andlise de diversos outros marcadores
genéticos para que sejamos capazes de discernir eventos populacionais de processos
seletivos especificos. Contudo, mediante a anédlise das seqiiéncias do gene yolk, obtivemos
um melhor conhecimento no que se refere aos niveis de variacdo desse marcador. Além
disso, foi possivel inferir o possivel padrdo de distribuicdo atual das espécies do grupo
fraterculus no territério nacional. Assim, uma primeira indica¢do nos foi dada a respeito
dos processos que possam estar determinando a verdadeira histéria evolutiva dessas

espécies.
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6 - Conclusoes

Andlises das seqiiéncias do gene yolk apontaram para ocorréncia de recombinacdo,
sendo que, para minimizar os efeitos deste evento, particionamos nossos dados em trés
partes, sendo que estas foram analisadas em separadamente.

Assim como outros genes estudados em nosso laboratério, o gene yolk mostrou-se
altamente polimorfico nas trés regides gé€nicas analisadas para as trés espécies estudadas
nesse trabalho, tanto a nivel intra como a nivel interpopulacional.

Através da metodologia de Nested Clade Pylogeography Analysis (NCPA)
verificamos que a maioria dos clados analisados n@o apresentou associacdo entre a
configuragcdo da rede haplotipica com a distribuicdo geografica. No entanto, alguns
mostraram tal associacdo, de modo que dois eventos principais foram inferidos para
explicar o padrdo de distribuicdo das populacdes de Anastrepha no territério nacional. Um
dos eventos refere-se a expansdo continua da distribui¢do do sentido Norte- Nordeste em
direcdo a regido Centro- Sul do Brasil. Um segundo evento refere-se ao fluxo génico
restrito com isolamento por distancia. Este segundo evento foi detectado basicamente em
clados superiores, sendo que o fluxo génico restrito pode nao ter sido detectado em clados
inferiores devido a restricdo amostral, ou ainda porque niveis inferiores considera
populacdes mais préximas, onde o fluxo génico possa estar ocorrendo com freqii€ncia
suficiente para promover a homogeneizacao genética das populagdes.

Através da metodologia de Takahata et al., (2001) verificamos que tanto os eventos
de expansdo continua da distribuicdo como aqueles referentes ao fluxo génico restrito ndao
sdo estatisticamente distintos, indicando que ambos podem ser evidéncia de um mesmo
evento. Para o caso de fluxo génico restrito com isolamento por distancia ndo encontramos
sinais de ocorréncias recentes, sendo tal resultado surpreendente por se tratar de um evento

recorrente, que inclusive pode estar acontecendo nos dias atuais.
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