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RESUMO

Este estudo teve por objetivo investigar se os retrotransposons sem LTRs (NLTRs) Helena e BS
estiveram envolvidos em eventos de transferéncia horizontal (HT) durante a diversificagio
concomitante pela qual passaram as espécies do subgrupo melanogaster, do grupo

melanogaster de Drosophila, e do subgénero Zaprionus, na Africa Tropical. O modo de

transposicdo dos elementos NLTRs, sem a formac&o de um DNA intermediério, € utilizado para
explicar a escassez de relatos de HT desse tipo de elemento. Estudos anteriores evidenciaram
alta taxa de HT de retrotransposons com LTRs em espécies dos dois grupos citados, o que
fundamentou a hipdtese que essas espécies passaram por uma fase permissiva a ocorréncia de
HT em decorréncia da sobreposicdo geografica e temporal que sofreram durante sua
diversificagcdo. Para testar essa hipo6tese, uma regido do gene da transcriptase reversa dos
retrotransposons sem LTRs Helena e BS foi utilizada para investigar a ocorréncia de HT entre

as especies. As sequéncias foram obtidas de linhagens de Zaprionus, via sequenciamento, apds
amplificacdo e clonagem, e via analises in silico nos genomas de Drosophila disponiveis nos

bancos de dados, ou via sequenciamento de genomas de espécies de Drosophila e de Zaprionus.

Foram realizadas andlises evolutivas (analises de divergéncia e estimativa dos tempos de
divergéncia entre as sequéncias) e filogenéticas (inferéncia bayesiana e verossimilhanca
maxima), bem como analises de network para estimar as relacdes de parentesco entre as
sequéncias e, assim, testar a hipotese de HT. Os resultados mostraram que existe (i)
distribuicdo irregular dos dois elementos nos géneros Zaprionus e Drosophila, (ii) alta

similaridade entre as sequéncias das espécies do complexo melanogaster e do subgénero
Zaprionus, (iii) incongruéncias entre as filogenias dos elementos e das espécies hospedeiras, e
(iv) tempos de divergéncia entre as sequéncias dos dois elementos de espécies do subgénero
Zaprionus e do complexo melanogaster inferiores aos tempos de divergéncia das espécies.
Esses resultados fundamentam a hipotese de ocorréncia de transferéncia dos retrotransposons
NLTRs Helena e BS entre as espécies do complexo melanogaster de Drosophila e do subgénero
Zaprionus, durante a diversificagio concomitante das espécies na Africa Tropical, no periodo
do Mioceno Tardio.

Palavras chaves: retrotransposons sem LTRs, LINEs, transferéncia lateral, Zaprionus,

Drosophila



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate whether the retrotransposons without LTRs (NLTRS)
Helena and BS were involved in horizontal transfer (HT) events during the concomitant

diversification of the species of the melanogaster subgroup of the Drosophila melanogaster

group, and the subgenus Zaprionus, in Tropical Africa. The mode of transposition of the NLTRs,
without the formation of a DNA intermediate, is used to explain the scarcity of HT reports of
this type of element. Previous studies evidenced a high HT rate of LTRs retrotransposons in
species of the two groups above cited, which supported the hypothesis that these species went
through a permissive phase to the occurrence of HT, as a result of the geographical and
temporal overlap that they suffered during their diversification. To investigate this hypothesis,
a region of the reverse transcriptase gene of the NLTR retrotransposons Helena and BS was
used to investigate the occurrence of HT between the species. Sequences were obtained from
Zaprionus strains, via sequencing, after amplification and cloning, and via in silico analyzes
in the Drosophila genomes available in the databases, or via sequencing of Drosophila and
Zaprionus genomes. Evolutionary (divergence analyses and estimation of divergence times
between sequences) and phylogenetic (Bayesian inference and maximum likelihood) analyses
were performed, as well as network analyses to estimate the evolutionary relationships between
the sequences and, thus, to test the hypothesis of HT. The results showed that there is (i)

irregular distribution of the two elements in the genera Zaprionus and Drosophila, (ii) high

similarity between the sequences of the melanogaster complex and the Zaprionus subgenus,
(iii) incongruities between the phylogenies of the elements and host species, and iv) times of
divergence between the sequences of the two species elements of the subgenus Zaprionus and
the melanogaster complex inferior to the times of divergence of the species. These results
support the hypothesis of HT of the retrotransposons NLTRs Helena and BS between the species

of the Drosophila melanogaster complex and the subgenus Zaprionus, during the concomitant

diversification of the species in Tropical Africa in the late Miocene period.

Keywords: non-LTR retrotransposons, LINESs, lateral transfer, Zaprionus, Drosophila
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INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

1.1. Elementos de transposicéo

= Caracteristicas e classificagdo

Elementos de transposicdo (TES) sdo sequéncias repetitivas que possuem a capacidade
de se movimentar e de se inserir em outros locais do genoma. Essas sequéncias moveis sdo
agrupadas hierarquicamente em duas Classes (Classes | e Il), que se diferenciam quanto a
utilizacdo de um passo de transcricdo reversa em seu processo de mobilizagdo, subclasses
(apenas para os TEs da Classe 1), ordens, superfamilias, familias e subfamilias (WICKER et
al., 2007).

Os elementos da Classe I, também denominados retrotransposons, mobilizam-se via um
mecanismo denominado copy and paste, em que o intermediario de RNA é transcrito de uma
copia gendmica e entdo transcrito reversamente em DNA por uma transcriptase reversa,
codificada pelo TE. Devido ao fato de que a cada ciclo completo de replicacéo € produzida uma
nova copia do TE que se insere em outro local do genoma, esses TES realizam uma transposicao
replicativa. De acordo com Wicker et al. (2007), os retrotransposons podem ser agrupados em
cinco ordens, cujos representantes se diferenciam em dois grupos quanto a presenca ou ndo de
longas repeticGes terminais diretas, as LTRs (do Inglés: Long Terminal Repeats). Trés ordens
incluem TEs com LTRs (Retrotransposons com LTRs, elementos DIRS-like e Penelope-like),
e duas, TEs sem LTRs (NLTRs), (LINEs, do Inglés: Long Interspersed Nuclear Elements, e
SINEs, do Inglés: Short Interspersed Nuclear Elements).

Os elementos da Classe II, que utilizam um mecanismo de transposicdo sem a
ocorréncia da formacdo de uma molécula de RNA intermediaria, podem ser agrupados em duas
Subclasses (Subclasse I: TIR e Crypton; Subclasse Il: Helitron e Maverick) que se diferenciam
pelo nimero de fitas de DNA clivadas durante o processo de transposi¢do, resultando em
transposicéo conservativa, na qual as duas fitas sdo clivadas, e a sequéncia excisada se insere
um novo sitio, ou replicativa, em que apenas uma fita € clivada, envolvendo seu deslocamento
da fita e formacdo de uma estrutura Rolling-circle, originando uma segunda cOpia do transposon
(WICKER et al., 2007).

Neste trabalho foram estudados dois TEs pertencentes a Ordem LINE, os elementos

Helena e BS. Os LINEs séo elementos longos, com cerca de 5 a 9 kb, amplamente distribuidos
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no dominio Eukarya. Caracterizam-se por possuirem duas ORFs (do Inglés, Open Reading
Frame) e serem autdbnomos, ou seja, sdo capazes de catalisarem sua propria mobilizacdo. A
ORF 2 (pol) codifica uma transcriptase reversa (RTase) € uma nuclease essenciais para a
transposicdo (OSTERTAG; KAZAZIAN, 2005). Os LINEs estdo agrupados em cinco
superfamilias: R2, L1, RTE, | e Jockey, e cada superfamilia apresenta subdivisbes em muitas
familias (WICKER et al., 2007). Os elementos Helena e BS pertencem a familia Jockey. O
elemento Helena foi descrito em Drosophila virilis por Petrov (1995), enquanto que BS teve

seu primeiro relato no mesmo ano por Udomkit et al. (1995), em D. melanogaster.

O primeiro elemento Helena no grupo melanogaster de Drosophila, foi descrito
inicialmente em D. simulans o qual apresentava 4.912 pb (REBOLLO et al., 2008); por outro
lado, o elemento BS completo, descrito, em D. melanogaster, apresentava 5.126 pb
(UDOMKIT etal. 1995). Como LINEs que séo, ambos apresentam longas caudas poli-A, uma

caracteristica dos LINES, e a segunda ORF é altamente similar nos dois elementos.

Dentre as caracteristicas dos TEs, destaca-se a habilidade de movimentacdo, tanto
dentro do genoma de uma espécie, como entre genomas de espécies diferentes. A
movimentacdo dentro dos genomas foi a propriedade dos TEs que propiciou sua descoberta por
Barbara McClintock (1941, 1948, 1949, 1950) e essa propriedade tem sido extensivamente

estudada desde a década de 70.

Assim como as demais sequéncias dos genomas de todos 0s organismos, 0s elementos
de transposicdo podem evoluir por transferéncia vertical (VT), isto é, serem transmitidos de
pais para filhos de forma sexual ao longo das geracdes, ou pela reproducdo assexual para as
células filhas. Contudo, existe outra forma de transferéncia de sequéncias genéticas entre 0s
organismos, a transferéncia horizontal (HT), pela qual, genes e outras sequéncias encontradas
nos genomas sdo transferidos de forma ndo-sexual entre espécies distintas. Os elementos de
transposicdo se destacam no cenario de estudos sobre HT, uma vez que sua mobilidade,
caracteristica intrinseca de tais sequéncias, facilita a movimentacdo dentro e entre genomas
(SCHAACK et al., 2010).
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= Ciclo evolutivo

Os TEs apresentam um ciclo evolutivo composto por trés fases principais, que consistem
em origem, proliferacdo e inativacdo. A origem de um elemento no genoma pode ocorrer por
trés processos: (i) de novo, processo caracterizado pela recombinagdo entre elementos pre-
existentes no genoma, (ii) introgressdo entre espécies intimamente relacionadas, decorrente de

hibridizacéo, ou ainda, (iii) por HT intermediada por vetores (CAPY et al., 1998).

Ap0s a introducdo, os TEs podem colonizar o genoma, iniciando a fase de proliferacéo,
uma etapa importante para a manutencdo dessas sequéncias no genoma hospedeiro. Durante
esse processo, podem ocorrer mutacdes, devido as insercdes do TE em outros locais do genoma,
ou mesmo devido as excisdes. Além disso, a proliferacdo dos TEs pode levar a recombinagéo
homologa, promovendo reorganizacdo genémica, em decorréncia de delecdes, duplicaces,

inversdes e translocacdes resultantes desse processo (GRIFFITHS et al., 2008).

Logo apos a introducdo em um novo genoma podem ocorrer explosées de transposicao,
evento caracterizado por um aumento significante do nimero de cépias do elemento em
decorréncia da auséncia de mecanismos de regulacéo do TE no novo genoma hospedeiro. Essas
explosdes podem ocorrer também em periodos posteriores, frequentemente associadas a
estresse gendmico ou ambiental (BIEMONT, 1994). Desse modo explosdes de transposicao,
podem estar associadas a colonizacdo de novos habitats, seguida de irradiacdo adaptativa
(REBOLLO et al., 2010). O aumento do nimero de cdpias de um elemento no genoma pode
acarretar consequéncias deletérias, uma vez que os TEs podem se inserir dentro de regifes
reguladoras, ou dentro de éxons, fundamentais para o funcionamento do organismo (KIDWELL
et al., 1977). Entretanto, a explosdo de transposicdo pode também resultar em mudancas
favoraveis, aumentando as potencialidades de novos dominios e regides reguladoras que podem
ser utilizadas pelo genoma hospedeiro (FESCHOTTE, 2008). Assim, a fase de proliferagdo

pode ou ndo ser bem-sucedida.

Apos a fase de proliferacdo ocorre a dispersdo do TE pela populacéo, e o acumulo de
mutacdes ao longo das geragdes. Durante essa fase ocorre a diversificagcdo do elemento até o
final do ciclo, em que o TE pode persistir no genoma por muitas geracgdes, ou ser extinto em
decorréncia da perda de mobilidade, resultante de processos regulatorios pré e pos-
transcricionais e degradacao estrutural (ALMEIDA; CARARETO, 2005). Ao longo do ciclo,

em qualquer fase, o TE podera ser transferido horizontalmente para outras espécies (Figura 1).



16

Figura 1. Esquema do ciclo evolutivo de um TE. 1 — Um evento de HT; 2 — Posteriormente a invasdo do
TE em um novo genoma, ocorre a proliferacdo do mesmo; 3 — No processo de proliferacdo do TE no genoma pode
ocorrer a dispersao do elemento na populacdo; 4 — Acimulo de mutagdes ao longo do tempo; 5 — Como decorréncia

do actimulo de mutacbes o TE pode se diversificar; 6 — O TE pode permanecer no genoma, ou ser perdido, sendo

que a ocorréncia de eventos de HT pode ocorrer em todas as fases do ciclo evolutivo dos TEs.
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= Transferéncia horizontal

O movimento de material genético entre genomas, tanto para genes como para TEs, tem
sido amplamente descrito em procariotos (DOOLITTLE, 1999); contudo, em eucariotos, é um
fendmeno menos frequente (ANDERSON, 2005). N&o obstante, HT em eucariotos de
sequéncias moveis tem sido crescentemente relatada nas duas tltimas décadas, particularmente
envolvendo TEs de drosofilideos e outros insetos (revisado em LORETO et al., 2008;
CARARETO, 2011; WALLAU etal., 2012; ORTIZ; WALLAU, 2015; DIAS et al., 2016). Tais
eventos sdo dificeis de serem seguramente inferidos, pois € necessario comprovar que
caracteristicas inerentes ao ciclo evolutivo dos TEs, tais como degeneracao de sequéncias, perda
estocéstica e diferentes taxas de evolugdo ndo séo responsaveis pelos padrdes que sugerem HT
(CUMMINGS, 1994; CAPY, 1998; LORETO et al., 2008; CARARETO, 2011; WALLAU et
al., 2012).
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A documentacéo da ocorréncia de HT de TEs em eucariotos é relativamente recente. O
primeiro e melhor caracterizado caso de HT em eucariotos é referente ao elemento P, um
transposon de DNA, que apresenta 2.9 kb (DANIELS et al., 1990). O elemento foi transferido
horizontalmente de D. willistoni para D. melanogaster recentemente. PropBe-se que 0 evento
de HT ocorreu apds a década de 1960, uma vez que linhagem de D. melanogaster coletadas
antes de 1960 nédo apresentavam sequéncias do elemento em seus genomas. As evidéncias que
corroboram a hipdtese de HT do elemento P, consistem em: (i) alta similaridade entre as
sequéncias do elemento P de D. willistoni e D. melanogaster, espécies divergiram a mais de 50
milhdes de anos e compartilham elementos P com apenas um nucleotideo de diferenca, fato
inesperado com a filogenia das espécies, (ii) a quase auséncia do elemento P candnico em outras
espécies do subgrupo melanogaster, (iii) a ocorréncia de uma sobreposicao espaco-temporal
recente entre espécies de D. melanogaster e D. willistoni (DANIELS et al, 1990; CAPY et al,
1994). Cabe ressaltar que o elemento P candnico dentro do subgrupo melanogaster era restrito
apenas ao genoma de D. melanogaster, contudo, atualmente foi reportada a HT recente do

elemento de D. melanogaster para D. simulans. (KOFLER et al., 2015).

A frequéncia da ocorréncia de HT esta diretamente relacionada com as ordens de TEs
(Figura 2), uma vez que 0s casos reportados de eventos de HT envolvendo elementos NLTRS
sdo considerados raros, em comparacdo aos de Transposons de DNA e aos Retrotransposons
com LTRs. Dentre os 214 casos publicados até 2010, 103 e 97 casos envolveram transposons
de DNA e retrotransposons com LTRs, respectivamente, e apenas 14 de retrotransposons
NLTRs (SCHAACK et al., 2010). Para espécies de drosofilideos, dos 113 casos relatados,
apenas seis envolvem elementos NLTRs (CARARETO, 2011).
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Figura 2. A: Classificacdo dos TEs de acordo Kapitonov e Jurka (2008), B: Proporc6es de casos de HT em grupos
em que ja foram reportadas sua ocorréncia. Fonte: Wallau et al. (2012).
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A baixa frequéncia de casos de HT envolvendo NLTRs é uma peculiaridade de tais
sequéncias, provavelmente em decorréncia do modo de transposicdo desses TES. Enquanto os
Transposons de DNA e retrotransposons com LTRs formam um intermediario de DNA no
citoplasma durante o processo de transposi¢do, 0s NLTRs nunca formam uma molécula
intermediaria de DNA livre, ja que séo transcritos reversamente no seu sitio alvo de inser¢éo,
por meio de um mecanismo denominado Target-primed reverse transcription (LUAN et al.,
1993; FINNEGAN, 1997), esquematizado na Figura 3. Em Drosophila, apenas quatro
retrotransposons NLTRs foram associados a eventos de transferéncia horizontal: os elementos
I (D. simulans / D. melanogaster), jockey (D. melanogaster / D. funebris), F (D. melanogaster
/ D. yakuba) e doc (D. melanogaster / D. yakuba) (revisado em LORETO et al., 2008). Somados
aos 10 casos reportados em outros organismos, totalizam menos que 10% dos casos de HT ja
relatados em eucariotos (SORMACHEVA et al., 2012; IVANEVIC et al.,, 2013; EL
BAIDOURI et al., 2014; SHARMA; PRESTING; 2014; GALLUS et al., 2015; SUH et al.,
2016).
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Figura 3. Mecanismos de transposicdo de TEs: A) Esquema do ciclo de transposicdo de transposons de DNA, B)
Esquema do ciclo de transposicdo de retrotransposons, a esquerda retroelementos com LTRs e a direita
retroelementos sem LTRs. Fonte: Schaack; Gilbert; Feschotte (2010).
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1.2. Ocorréncia de HT em Drosofilideos

Dos 214 casos de HT descritos em eucariotos, 137 envolvem drosofilideos (64%),
particularmente entre espécies do género Drosophila. Essa preponderancia de eventos de HT
provavelmente se deve ao fato que no género Drosophila estdo alguns dos mais famosos casos
de HT descritos, como também pelos recursos gendmicos disponiveis para este grupo. O
enviezamento de amostragem taxondmica em projetos de sequenciamento genémico total pode
tornar dificil inferir padrdes de HT em grupos sub-representados (SCHAACK et al., 2012).

Mesmo entre drosofilideos existem grupos ainda pouco estudados, e dentre eles destacam-se as

espécies do género Zaprionus.

= Origem geografica do subgénero Zaprionus e do subgrupo melanogaster

O género Zaprionus, que pertence a familia Drosophilidae, se originou nos periodos
médio e tardio do Mioceno (ha cerca de 13 milhdes de anos), na regido Oriental (Figura 4,
revisado em CARARETO, 2011), e é dividido em dois subgéneros: Anaprionus, de origem

asiatica e Zaprionus, de origem africana. So duas as hipoteses para a origem do subgénero
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Zaprionus. De acordo com a primeira hipotese, prop6e que o género teria se dispersado a partir
da Asia, via Oriente Médio, e sofrido um processo de irradiacio adaptativa na Africa,
principalmente depois da formacdo do Grande Vale do Rift e do Mar Vermelho, no Mioceno
Tardio (cerca de 7 milhdes de anos atrds). A segunda hipdtese, por sua vez, assume a
possibilidade de a dispersdo ter ocorrido no sentido da Asia para as ilhas do Oceano indico.
Essa hipotese é apoiada por uma mudanca climatica relacionada ao surgimento de chuvas
sazonais nas ilhas do Oceano Indico, h4 cerca de 8 milnhes de anos, que teria favorecido a
colonizacdo das ilhas por drosofilideos. Apds esse evento, teria ocorrido a migracdo de uma
linhagem para o continente africano (ha cerca de 4 milhdes de anos) (YASSIN et al., 2008).

Figura 4. Reconstrucdo grafica da biogeografia histérica dos trés complexos de espécies (erecta, yakuba e
melanogaster) do subgrupo melanogaster do grupo melanogaster do género Drosophila (cores avermelhadas) e
dos dois grupos de espécie do subgénero Zaprionus do género Zaprionus (cores azuladas). As idades da
colonizagéo do continente africano e diversificacdo sdo indicadas em milhdes de anos. A drea demarcada em verde

representa o retorno a simpatria das D. melanogaster and D. simulans depois da especiacio da primeira na Africa
Central, e da segunda, em Madagascar e ilhas do Oceano indico (revisado em CARARETO, 2011).

0. melanogaster vs D, smulans
historical secondarycortact

0.0117-0.126 Mya (Late Pleistocene) .
5 P

O posicionamento filogenético do género Zaprionus tem sido revisto nos Gltimos anos
e ja é consenso que as espécies do género formam um grupo monofilético dentro do género
Drosophila, mais relacionado ao subgénero Drosophila do que ao subgénero Sophophora
(RUSSO et al., 1995; TATARENKOV et al., 1999; ROBE, 2008; DA LAGE et al., 2007,
YASSIN et al.,, 2008a; CARARETO, 2011; RUSSO et al.,, 2013). Contudo, o exato
relacionamento de Zaprionus com os grupos de Drosophila ainda ndo estd completamente
definido; contudo, uma proposta consenso é apresentada na Figura 5.
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Figura 5. Filogenia simplificada do posicionamento de Zaprionus no género Drosophila e tempos de divergéncia
de acordo Kwiatowski e Ayala (1999) e Tamura et al. (2004a, b).

0. simuians
D. sechellia

B-15 MY A, D, rralanogaster Sophaphors
0. yakuwbe subgenus

melanogaster subgroup | 0. teiggwen
0. evecta
Scaplomyza
= B0 MYA _,—< Hawaiian Drosophila
| winits / replata groups

MGrans group
Hirtodrosophils
Dirasopila
Dorsifophs subgenus

— Z, indianus
£. gabomcus

— 2, africanus
S
Z. camerounensls

Z. tubercuwlaius

7-9 MY A
ZaApRonus genus

£. muRistriatus -
Scaptodrosopduls
Chyrnomyza

Outro grupo de espécies que também se originou na Africa, a partir de ancestrais
asiaticos, € o subgrupo melanogaster de Drosophila (grupo melanogaster, subgénero
Sophophora) (Figuras 4 e 5). Esse subgrupo evoluiu a partir de uma populacéo fundadora proto-
melanogaster que chegou ao continente africano entre ~ 17 e 20 milhGes de anos proveniente
da regido biogeografica Oriental (LACHAISE et al.,, 2004). Lachaise e Silvain (2004)
propuseram a existéncia de trés centros de especia¢do no continente africano, responsavel pela
formacao de trés complexos de espécies do subgrupo melanogaster. As espécies dos complexos
erecta (D. erecta e D. orena) e yakuba (D. yakuba, D. teissieri e D. santomea) evoluiram na
regido oeste, a partir da linhagem melanogaster ancestral comum, entre 13 a 15 milhdes de anos
e 8 a 15 milhdes de anos atras, respectivamente. No complexo melanogaster (D. melanogaster,
D. simulans, D. sechellia e D. mauritiana), D. melanogaster evoluiu a partir de uma linhagem
ancestral entre 2 e 3 milhes de anos atras na Africa Central e, posteriomente, o ancestral do
subcomplexo simulans (D. simulans, D. sechellia e D. mauritiana), aparentemente, surgiu a
partir de um mesmo evento de divisdo, em aproximadamente 400 mil anos atras, colonizando
Madagascar e ilhas do Oceano indico (revisio em CARARETO, 2011). Contudo, é necessario
destacar que outros estudos produziram estimativas diferentes para a divergéncia no subgrupo

melanogaster. Por exemplo, os tempos estimados para a divergéncia entre D. melanogaster e
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D. simulans variam de 0,8 a 5,4 milhdes de anos (CACCONE et al., 1988; RUSSO et al., 1995;
SHARP; LI,1999; TAMURA et al., 2004; CUTTER , 2008). Entre os pares D. melanogaster e
D. simulans versus D. erecta e D. orena ou, entre D. melanogaster e D. simulans versus D.
yakuba e D. teissieri, a divergéncia estimada foi respectivamente de 12,6 e 12,8 milhdes de
anos (TAMURA et al., 2004). Por outro lado, Russo et al. (1995) haviam estimado o tempo de
divergéncia entre D. melanogaster / D. yakuba em cerca de metade desse valor, cerca de 6

milhdes de anos.

1.3. Transferéncia horizontal de TEs entre Zaprionus e Drosophila

Os dados biogeograficos acima apresentados sugerem que as espécies do subgrupo
melanogaster e do subgénero Zaprionus compartilharam espaco e tempo durante a
diversificacdo na Africa Tropical. E razoavel supor também, nesse caso, que as espécies dos
dois subgéneros apresentassem algum grau de sobreposicdo de nichos, como sitios de
acasalamento e reproducdo. Essas sobreposices foram utilizadas como argumento para
explicar a altas taxas de transferéncia horizontal (HT) de TEs encontradas entre espécies do
subgrupo melanogaster e do subgénero Zaprionus (SETTA et al., 2009, 2011). Devido as
caracteristicas biogeograficas de tais espécies, 0s autores propuseram a hipotese de ocorréncia
de um estado de permissividade para HTs entre as espécies do subgénero Zaprionus e as do
subgrupo melanogaster durante a diversificacio de ambos os grupos de espécies, na Africa
Tropical. Contudo, como nos dois trabalhos acima citados ndo foram investigados
retrotransposons NLTRs, formula-se aqui a hipotese de que o estado permissivo teria facilitado
também a transferéncia desse tipo de elementos, menos propensos a HT. Essa proposta é
reforcada por um estudo recente que propde que a frequéncia de HT envolvendo
retrotransposons pode aumentar devido a aproximacao de relac@es ecoldgicas entre as espécies
(WANG,; LIU, 2016). Esses autores mostraram alta frequéncia de HTs entre L. vannamei, uma
espeécie de crustaceo ancestral, com outras espécies de invertebrados aquaticos, e propuseram
que relagdes como predacdo podem ter favorecido a ocorréncia dos eventos. As espécies dos
géneros Zaprionus e Drosophila, ndo apresentam relagdes de predagdo, contudo o
compartilhamento geografico e temporal, e possivelmente a similaridade de nichos ecoldgicos,
entre 0s géneros durante a diversificagdo (YASSIN et al., 2008) pode ter papel importante na

ocorréncia de possiveis eventos de HT.
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Como a hipétese de HTs envolvendo NLTRs implica em um estado permissivo para
troca horizontal de sequéncias entre espécies que compartilharam um periodo recente de
diversificacdo na Africa Tropical, para se testar efetivamente a hip6tese devem ser investigadas
ndo apenas espécies dos dois grupos que compartilharam espaco e tempo durante sua
diversificacdo (espécies do subgrupo melanogaster e subgénero Zaprionus), mas, também,
espécies dos mesmos grupos que ndo apresentaram sobreposicéo espacial e temporal (espécies
asiaticas do grupo melanogaster e do subgénero Anaprionus, também asiatico). Os elementos
Helena e BS, dois retrotransposons NLTRs com historia de transferéncia vertical dentro do
género Drosophila (GRANZOTTO et al,, 2009; GRANZOTTO et al., 2011) foram
selecionados para testar essa hipotese. Para isso, foram investigadas quanto a presenca dos
elementos Helena e BS ao menos uma espécie representante de cada grupo, subgrupo e
complexo de espécies do grupo melanogaster e do género Zaprionus com genomas
sequenciados (Drosophila e Zaprionus), ou com linhagens disponiveis para aquisicao
(Zaprionus).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este estudo teve por objetivo investigar se os elementos NLTR Helena e BS estiveram

envolvidos em eventos de HT entre drosofilideos do subgrupo melanogaster de Drosophila e

do género Zaprionus durante a diversificacdo de na Africa Tropical.

2.2. Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

Verificar a ocorréncia do elemento Helena e BS em espécies do subgénero Zaprionus
e do grupo melanogaster ainda ndo investigadas;

Analisar a diversidade de sequéncias dos elementos investigados, em espécies dos
géneros Drosophila e Zaprionus.

Inferir as relacGes filogenéticas entre as sequéncias Helena e BS dentro e entre os
dois grupos de espécies;

Datar a ocorréncia da sequéncia ancestral comum mais recente dos elementos Helena
e BS compartilhadas pelas espécies dos dois grupos;

Identificar espécies envolvidas em transferéncias horizontais dos elementos Helena
e BS.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizadas sequéncias in silico dos elementos Helena e BS tanto de
espécies de Drosophila (Tabelas 1 e 2), como de espécies de Zaprionus (Tabela 5), e também
sequéncias obtidas de material in vitro, apenas para Zaprionus (Tabela 3).

Para as andlises in silico foram obtidas sequéncias dos elementos Helena e BS, por trés
diferentes modos: (i) busca em genomas puablicos nos bancos de dados
(htttp://flybase.bio.indiana.edu/blast/), (ii) obtencdo de sequéncias geradas por meio de
sequenciamento Next Generation, e anotadas pelo método DNAPipeTE, em 19 genomas do
grupo melanogaster de Drosophila e trés genomas de espécies do subgénero africano
Zaprionus. (iii) busca direta e extracdo dos respectivos elementos em trés genomas de
Zaprionus (Z. indianus, Z. africanus, Z. gabonicus). As sequéncias obtidas em (ii) e os genomas
utilizados (iii), foram disponibilizados pela Dra. Annabelle Haudry, pesquisadora da
Universidade de Lyon.

3.1. Andlises in silico

3.1.1. Busca de sequéncias em bancos de dados

Foram realizadas buscas de sequéncias dos elementos Helena e BS em 13 genomas de
espécies do grupo melanogaster disponiveis no banco de dados do Flybase
(htttp://flybase.bio.indiana.edu/blast/) e nos genomas disponibilizados que ainda ndo haviam
sido investigados (Tabelas 1 e 2). Os doze genomas inicialmente sequenciados de Drosophila
ja haviam sido investigados quanto a ocorréncia do elemento Helena (GRANZOTTO et al.,
2009) e as sequéncias foram disponibilizadas para este estudo.

Para a busca de sequéncias homdlogas aos elementos Helena e BS, nas espécies de
Drosophila, foram utilizadas como query, sequéncias referéncias completamente caracterizada
do elemento Helena de D. simulans (4.912 pb; REBOLLO et al., 2008), e do elemento BS de
D. melanogaster (5,126 pb; UDOMKIT et al., 1995), usando BLASTN (Altschul et al., 1990).
As comparacdes entre a query e 0s genomas de Drosophila foram realizadas com o HSPs (High
Scoring Pairs), dentro do algoritmo BLAST,com E-value < 1e°. As sequéncias

correspondentes aos trés melhores hits BLAST foram selecionadas e estendidas para incluir 3
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kb das regides flanqueadoras 5’ e 3. A sequéncia mais conservada foi considerada como a
sequéncia referéncia dos elementos Helena e BS de cada genoma. A seguir, utilizando a
sequéncia referéncia de cada espécie, foi feita uma busca por sequéncias Helena e BS em cada
genoma. Foram retidos, para analise posterior, os hits iguais ou superiores a 300 pb, e com
identidade igual ou superior a 80%, adotando o critério de Wicker et al. (2007), que estabelece
que sequéncias que apresentam similaridade igual ou maior que 80%, em ao menos 80% de sua
sequéncia codificante, ou dentro das regides terminais repetidas, ou ambas, séo classificadas

como pertencentes a mesma familia de TEs.
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Tabela 1. Espécies do grupo melanogaster com genomas sequenciados nas quais foram identificadas sequéncias
do elemento Helena (htttp://flybase.bio.indiana.edu/blast/).

L. Origem
Subgrupo Complexo Espécie . Acesso
geografica
s ——
melanogaster yakuba D. yakuba Africa AF012049.1/AF012050.1/AF012048.1

Ocidental

yakuba D. teissieri Africa AF012047.1/AF012051.1
Ocidental

erecta D. erecta* Africa scaffold_4845 2218646 2221251
Ocidental

erecta D. orena Africa AF012037.1
Ocidental

melanogaster ~ D. melanogaster*  Africa Central AF012031.1/AF012030.1

ananassae ananassae

biarmipes -
bipectinata -

elegans -

eugracilis -

ficusphila -
kikkawai -
rhopaloa -

takahashii -

D. simulans*

D. mauritiana

D. sechellia*

D. ananassae*

D. biarmipes
D. bipectinata

D. elegans

D. eugracilis

D. ficusphila
D. kikkawai
D. rhopaloa

D. takahashii

Madagascar /
Ilhas do
Oceano Indico

Ilhas Mauritius

llhas
Seychelles

Sul da Asia /
Indonésia
Sul da Asia
Sul da Asia
Asia Oriental

Sul da Asia /

Indonésia
Sul da Asia
Sul da Asia
Sul da Asia

Asia Oriental

AF012033.1/AF012034.1/AF012035.1/AF012032.1

AF012043.1/AF012039.1/AF012038.1

AF012045.1/AF012044.1

scaffold_12984 435983 440038

AFFE02006809.1_Contig6814

*: identificados por Granzotto et al. (2009)
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Tabela 2. Espécies do grupo melanogaster com genomas sequenciados nas quais foram identificadas sequéncias

do elemento BS (htttp://flybase.bio.indiana.edu/blast/).

. Origem
Subgrupo Complexo Espécie . Acesso
geogréfica

melanogaster yakuba D. yakuba* Africa Ocidental
yakuba D. teissieri Africa Ocidental
erecta D. erecta* Africa Ocidental

Dere_sc_4929 7756378,

erecta D. orena Africa Ocidental Dere_sc_4770 5228867,

melanogaster

ananassae ananassae

biarmipes -
bipectinata -

elegans -

eugracilis -

ficusphila -
kikkawai -
rhopaloa -

takahashii -

D. melanogaster*

D. simulans*

D. mauritiana

D. sechellia*

D. ananassae*

D. biarmipes
D. bipectinata

D. elegans

D. eugracilis

D. ficusphila
D. kikkawai
D. rhopaloa

D. takahashii

Africa Central

Madagascar / Ilhas
do Oceano indico

Ilhas Mauritius

Ilhas Seychelles

Sul da Asia /
Indonésia
Sul da Asia
Sul da Asia
Asia Oriental

Sul da Asia /

Indonésia
Sul da Asia
Sul da Asia
Sul da Asia

Asia Oriental

Dere_sc_4820 2761673,

Dere sc 4820 9973341
X77571.1, D.mel_3L_1850806,

D.mel_3RHet_1484, D.mel_3RHet_2330,

D.mel 2LHet 3560

D.sim_chrU_1762568_1763533

Dsec_super_176_76677_80870,
Dsec_super_133 20980_24575,
Dsec_super_1002_4604_ 5931

AFFG02008401.1_1_5555

*: identificados por Granzotto et al. (2009)
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3.1.2. Montagem de novo e anotacao de TEs pelo método DNAPipeTE

A anotacdo dos elementos Helena e BS nos diferentes genomas de drosofilideos foi
realizada em colaboracdo com a Dra. Annabelle Haudry, utilizando método denominado
DNAPIipeTE, que consiste em um método De Novo Assembly e Pipeline de anotacdo de TEs
(GOUBERT et al., 2015). O centro do DNAPipeTE ¢ a utilizacdo do programa Trinity,
originalmente projetado para utilizacdo de dados produzidos por RNA-seq, com a finalidade de
montar dados de baixa cobertura. Adicionado ao Trinity, esse pipeline utiliza os bancos de
dados Repbase e RepeatMasker (RM) para montagem automatica das sequéncias repetitivas.

O primeiro passo do pipeline do DNAPipeTE é a realizacdo de leituras gendmicas no
formato FASTQ que sdo amostradas. Posteriormente, ocorre a montagem, utilizando iteragdes
do Trinity. E importante ressaltar que, em cada iterago, as leituras previamente montadas s&o
adicionadas ao proximo passo para melhorar a montagem de repeticdo. Em um terceiro
momento, 0s contigs montados sdo anotados utilizando o RepeatMasker, por fim, todos os
contigs sdo comparados entre si para estimar a abundancia de cada sequéncia montada. Ocorre
entdo um segundo BLAST, onde a mesma amostra € sucessivamente comparada contra 0s
contigs anotados, a partir do Repbase (Figura 6). Dessa forma, o método permite rapida
montagem e anotacdo precisa de sequéncias repetitivas, a partir de uma pequena amostragem

de material gendémico disponivel.
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Figura 6. Pipeline do método DnaPipeTE. 1- Leituras gendmicas no formato FASTQ sdo amostradas. 2 -
Montagem de repetices é realizada usando Trinity. 3- Para cada iteracéo, as leituras previamente montadas séo
adicionadas ao proximo exemplar para melhorar a montagem. 4- Os contigs montados sdo anotados usando RM.
5 — todos os contigs sdo comparados pelo BLAST para estimar a abundancia de cada sequéncia obtida. 6 - um

segundo BLAST é realizado, a mesma amostra é sucessivamente comparada contra os contigs anotados do
Repbase. Fonte: Goubert et al., 2015.
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3.2. Andlises in vitro
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Nas analises in vivo foram investigadas 11 espécies do género Zaprionus, a partir de

linhagens obtidas das colegdes do

“UC San Diego Drosophila Stock Center”

(https://stockcenter.ucsd.edu/info/welcome.php) ou nos estoques pertencentes ao Laboratorio

de Evolucdo Molecular do IBILCE/UNESP (Tabela 3). Do subgénero Anaprionus, apenas a

espécie Z. bogoriensis (sn Z. multiestriatus) estava disponivel para anélise.

Tabela 3. Espécies de Zaprionus que foram utilizadas no trabalho, sua classificagdo taxondmica e a origem

geogréafica e procedéncia da linhagem.

Subgénero Grupo  Subgrupo  Complexo Espécie Origem da Procedéncia da
linhagem linhagem
Anaprionus L .

. Z. bogoriensis Bangalore, India 520002752.00*

(Asiético)
Zaprionus ) ) . . P

) inermis tuberculatus  sepsoides Z. sepsoides Congo, Africa 500002744.02*
(Africano)

tuberculatus Z. tuberculatus Nigéria, Africa 500010001.06*

vittiger davidi

ornatus

vittiger

Z. davidi
Z. indianus
Z. gabonicus
Z. africanus

Z. ornatus

Z. camerounensis

Z. nigranus

Z. inermis

Ilha de S0 Tomé
I_Zlbriénépal_is-,
Gabc;n, A-frica
Gabon, Africa
Congo, Africa

Tanzania, Africa

Ilha de S&o Tomé

Camardes, Africa

Cedida por Jean David
Cedida por Jean David
500002755.00*
500022754.00*
500022749.00*
500011010.01*
Cedida por Jean David
500002746.00*

* Linhagens adquiridas no UC San Diego Drosophila Stock Center


https://stockcenter.ucsd.edu/info/welcome.php
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3.2.1. Sequenciamento dos elementos Helena e BS em espécies de Zaprionus

Para as espécies da Zaprionus cujos genomas ndo estavam sequenciados foram
realizadas reagdes de amplificacdo e sequenciamento dos elementos Helena e BS, por meio de

oligonucleotideos iniciadores especificos para cada elemento.

Para amplificacdo dos elementos Helena foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores DsechF-5’AGGATTTGTCATGCCACGCT3' e DsechR-
5TGTTTGGTGCTGCCATGTGT3', que amplificam uma sequéncia de 640 pb do gene da
transcriptase reversa (RTase) do elemento completo de D. sechellia. Uma vez padronizada a
concentracdo do DNA, foi realizada a reacdo de amplificacdo por meio de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). Essa reacdo foi realizada sob as seguintes condigdes: 200 ng de DNA
gendmico, 0,625 mM de cada dNTP, 0,8mM MgCl2, 10 mM de cada oligonucleotideo iniciador,
1U de Taqg Platinum polimerase (Invitrogen) em tampdo 1X. A reacdo de amplificacdo foi
realizada de acordo com a seguinte ciclagem: desnaturacdo a 95°C, por 5 minutos, seguidos de
24 ciclos de 95°C, por 1 minuto, 62°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e, enfim, a extensédo
final a 72°C por 10 minutos.

As reacdes de amplificacdo para obtencdo de sequéncias do elemento BS foram
realizadas com os oligonucleotideos iniciadores DmelF-5 TGAAGAGAGCCCTGAATCGT3’
e DmelR-5 GTGAAGCAGGGATTGATGGT3’, que amplificam uma sequéncia de 774 pb do
gene da transcriptase reversa (RTase) do elemento completo de D. melanogaster. Essa reacédo
foi realizada sob as seguintes condig¢des: 200 ng de DNA gendmico, 0,625 mM de cada dNTP,
0,8mM MgClz, 10 mM de cada oligonucleotideo iniciador, 1U de Taq Platinum polimerase
(Invitrogen) em tampdo 1X. A reacdo de amplificacdo foi realizada de acordo com a seguinte
ciclagem: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos seguidos de 35 ciclos de 95°C, por 2 minutos,

62°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e enfim a extensao final a 72°C por 5 minutos.

Os fragmentos de ambos TEs obtidos nas reacfes das PCRs foram purificados com o
kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) e clonados com o kit TOPO
TA Cloning Kit (Invitrogen). Trés a 10 clones foram selecionados aleatoriamente e
sequenciados no sequenciador automatico in ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems), do Centro de Recursos Biologicos e Biologia Gendmica (CREBIO),
Departamento de Tecnologia da UNESP de Jaboticabal usando os oligonucleotideos M13F e
M13F.
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3.3. Anélises evolutivas

3.3.1. Analises filogenéticas

As sequéncias utilizadas foram alinhadas usando os algoritmos MAFFT (KATOH et al.,
2002) e o programa “Clustal W Multiple Alignment” do “BioEdit Sequence Alignment Editor
V. 7.0.9.0” (HALL, 1999). Os alinhamentos foram utilizados para realizar as inferéncias
filogenéticas por Neighbor-Joining (NJ) e Maxima Verossimilhanca (ML), utilizando o
programa MEGA7 (TAMURA et al., 2007). Nessas analises, foi utilizado o método de
bootstrap para a validacdo da robustez da filogenia, utilizando 1.000 réplicas de reamostragem
(TOURASSE; LI, 2000). Também foi utilizada Inferéncia Bayesiana (Bl), por meio do
programa BEAST v16.1 (DRUMMOND et al., 2012), utilizando o teste de suporte filogenético
a posteriori, derivado do método bayesiano. Esse método consiste em um calculo de uma
probabilidade a posteriori de confiabilidade dos ramos, utilizando uma amostragem de 100.000
arvores, um burnin de cerca de 10% do valor total de arvores produzidas e modelo de
substituicdo Kimura-2 parametros (KIMURA, 1980) para o elemento BS e Tamura-Nei
(TAMURA e NEI, 1993), para o elemento Helena, de acordo com a ferramenta Find Best DNA
Model (MEGA 7).

As relacbes evolutivas entre as sequéncias nucleotidicas foram também inferidas por
meio do programa Network, utilizando o algoritmo Median Joining (BANDELT et al., 1999)
com os parametros padrdes. Analises de network se tornaram uma importante ferramenta no
estudo de TEs. As redes construidas a partir dos alinhamentos apresentam peculiaridades ndo
encontradas nas andlises filogenéticas: (i) mostram as sequéncias ancestrais no centro da rede
e as derivadas nas extremidades; (ii) ilustram o grau de diversidade de sequéncias, uma vez
que sequéncias muito similares se agrupam; (iii) apresentam vetores intermediarios, que
representam sequéncias inferidas por ndo terem sido amostradas, ou por terem sido perdidas
durante a evolucdo, evento muito comum no ciclo evolutivo dos TEs. Esses vetores podem
também representar o estado ancestral de uma copia, cenario totalmente plausivel uma vez que
a partir do momento que o elemento se transpde, passa a evoluir independentemente no genoma
(CORDAUX et al., 2004).

Foram reconstruidas também as relagdes filogenéticas entre as sequéncias dos genes da

citocromo oxidase subunidade 2 (COII) e da alpha-amylase (Amyrel) das espécies do subgénero
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Zaprionus e do subgrupo melanogaster de Drosophila, utilizadas nesse trabalho, com o objetivo
de construir uma arvore das espécies hospedeiras dos TEs. Para isso, as sequéncias dos genes
foram concatenadas, e a arvore filogenética foi reconstruida pelo método de maxima
verossimilhanca, com a utilizacdo do modelo de substituicdo de nucleotideos General Time
Reversible (GTR). O nimero de acesso das sequéncias Amyrel no Genebank sdo os seguintes:
Z. camerounensis (EF458332.1), Z. davidi (EF458323.1), Z. indianus (EF458322.1), Z. ornatus
(EF458321.1), Z. tuberculatus (AY736524.1), Z. sepsoides (AY736523.1), Z. bogoriensis
(AY736516.1), D. melanogaster (NM_057914.4), D. santomea (AY736503.1), D. simulans
(XM 002081767.2), D. sechellia (XM 002034125.1), D. erecta (XM 00197591.2), D. yakuba
(XM 002092144.2), D. teissieri (AF039557.2), D. orena (U96158.2), D. mauritiana
(AY7366503.1). As sequéncias do gene Amyrel para Z. gabonicus e Z. africanus foram obtidas
diretamente nos genomas deste trabalho. O nimero de acesso das sequéncias COIl no sdo os
sequintes: de Z. nigranus (EF453698.1), Z. camerounensis (EF453699.1), Z. davidi
(EF453704.1), Z. indianus (EF632396.1), Z. ornatus (EF453710.1), Z tuberculatus
(EU595373.1), Z. sepsoides (GU597495.1), Z. bogoriensis (GQ352278.1), Z. gabonicus
(EF632399.1), Z. africanus (EF632398.1), D. melanogaster (KP731174.1), D. santomea
(DQ382821.1), D simulans  (AF200849.1), D. sechellia (AF200831.1), D. erecta
(GQ244453.1), D. yakuba (DQ382818.1), D. teissieri (DQ382819.1), D. orena (AY75269.1),
D. mauritiana (AF474081.1).

3.3.2. Tempos de divergéncia

Os tempos de divergéncia das sequéncias dos elementos BS e Helena, a partir da
sequéncia ancestral mais recente compartilhada pelas espécies, foram estimados utilizando-se
uma estimativa bayesiana, por meio do programa BEAST v16.1 (DRUMMOND et al., 2012).
Para a calibracdo da arvore filogenética foi utilizada a taxa de substituicdo neutra de
nucleotideos em Drosophila (r=0,016/sitio/milhdes de anos, SHARP; LI, 1989).
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4. RESULTADOS
4.1. Analises in silico em genomas do grupo melanogaster de Drosophila

As sequéncias dos elementos Helena e BS foram obtidas tanto pelo método
DNAPipeTE, como pela busca direta dos elementos nos genomas disponiveis. A busca e
verificacdo dos elementos Helena e BS nos genomas disponiveis, utilizando o método
DNAPIipeTE, apresentou resultados concordantes com analises anteriores (GRANZOTTO et
al., 2009; GRANZOTTO etal., 2011). Posteriormente, as sequéncias obtidas foram comparadas
com as sequéncias de referéncia correspondentes de cada elemento, para uma estimativa das

respectivas identidades.
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Tabela 4. Espécies de Drosophila nas quais os elementos Helena e BS foram encontrados pelo método
DNAPIpeTE e por buscas em genomas publicos, nimero de copias (NC) e identidade (ID). A identidade entre as
sequéncias obtidas pelos DNAPipeTE, e nos genomas publicos, com as sequéncias referéncia de cada elemento
(D. simulans, para o elemento Helena, e D. melanogaster para o elemento BS) foi obtida utilizando a ferramenta
Blast 2 - sequences

NC ID
Grupo Subgrupo Complexo Espécie Presenca Helenae  Helena|BS
BS
melanogaster ~ melanogaster yakuba D. yakuba Helena/BS 215 93 |94
D. santomea - -
erecta D. erecta Helena/BS 1|10 93193
melanogaster  D. melanogaster ~ Helena/BS 2|5 94 |97
D. simulans Helena/BS 7|7 98 |96
D. mauritiana Helena 95
D. sechellia Helena/BS 6|4 95 |94
ananassae ananassae D. ananassae Helena 2 74
biarmipes - D. biarmipes - -
bipectinata - D. bipectinata Helena/BS 312 77 |70
elegans - D. elegans - -
eugracilis - D. eugracilis - -
ficusphila - D. ficusphila BS 4 65
D. malerkotliana - -
kikkawai - D. kikkawai - -
rhopaloa - D. rhopaloa - -
D. suzukii - -
D. miranda - -
takahashii D. takahashii - -

O elemento Helena foi encontrado em D. melanogaster, D. mauritiana, D. simulans, D.
sechellia, D. yakuba, D. ananassae, D. bipectinata. Essas sequéncias apresentaram diferentes
estados de conservacdo, com sequéncias mais conservadas em D. simulans, D. mauritiana e
D. sechellia, e sequéncias altamente degradadas e pequenas em D. melanogaster e D. yakuba.
As menores sequéncias encontradas foram as de D. mauritiana e D. sechellia com 201 pb e,
a maior de D. simulans com 2.135 pb. As sequéncias do elemento Helena referentes as
espécies de Drosophila que se diversificaram na Asia, apresentaram identidade (ID) inferior
a 80%, que de acordo com Wicker et al. (2007), ndo pertenceriam a mesma familia que as

encontradas nas demais espécies. Neste trabalho, observam-se que somente as sequéncias dos
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elementos Helena e BS pertencentes a espécies que se diversificaram na Africa apresentam

identidade superior a 80% as sequéncias referéncias (Tabela 4).

O elemento BS foi encontrado pelo método DNAPipeTE em D. melanogaster, D. simulans,
D. sechellia, D. yakuba, D. erecta. As sequéncias apresentaram diferentes niveis de
conservacao e tamanho, desde sequéncias com tamanho bem reduzido (214 pb), em D. erecta,
até sequéncias maiores (2.135 pb) em D. simulans, com alta identidade média entre as copias.
Destaca-se, ainda, que elemento BS foi encontrado nos genomas D. ficusphila (4.268 pb) e D.
bipectinata (4.159 pb) disponiveis pelo Flybase, mas ndo foram encontrados nos genomas
analisados pelo DNAPipeTE (Tabela 4).

4.2. Andlises in silico dos elementos Helena e BS em genomas do subgénero

Zaprionus

Foi encontrada apenas uma copia do retrotransposon Helena nos genomas sequenciados
das espécies Z. indianus e Z. gabonicus, copias essas de pequeno tamanho (Z. indianus: 445 pb;
Z. gabonicus: 266 pb), mas com alta identidade (93% em ambos genomas) com a sequéncia
referéncia do elemento de D. simulans (Tabela 5). Diferentemente do elemento Helena, foram
encontradas diversas copias do elemento BS nos trés genomas de Zaprionus investigados.
Foram identificadas 11 cOpias em Z. africanus, 36 em Z. indianus e 35 em Z. gabonicus (Tabela
5). As sequéncias do elemento BS encontradas nos genomas de Zaprionus apresentaram alto
grau de conservacdo, e sequéncias de diversos tamanhos, variando de 198 bp em Z. gabonicus
a 4125 em Z. indianus. Destaca-se que em Z. indianus e Z gabonicus foram encontradas
sequéncias com todos os dominios de um elemento LINE completo, portanto essas sequéncias

sdo putativamente ativas.

Tabela 5. Numero de copias (NC), tamanho e identidade (ID) entre a sequéncia referéncia de BS de D.
melanogaster e as sequéncias do elemento Helena, obtidas pelo método de sequenciamento do DNAPipeTE, para
as espécies de Zaprionus.

NC Tamanho ID
Espécies Helena | BS Helena | BS Helena | BS
Z. indianus 1136 445|286 - 4125 93|92
Z. gabonicus 1135 266 | 198 - 3958 93|92

Z. africanus 0]11 390 - 1254 92
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4.3. Analises in vitro dos elementos Helena e BS em espécies do subgénero Zaprionus

Foram amplificadas sequéncias do gene da transcriptase reversa do elemento Helena em
10 das 11 espécies de Zaprionus testadas (Z. indianus, Z. tuberculatus, Z. nigranus, Z.
gabonicus, Z. davidi, Z. ornatus, Z. sepsoides, Z. camerounensis, e Z. africanus, Z. inermis).
Destaque-se amplificacdo de uma sequéncia do elemento Helena em Z. africanus, nédo
encontrada nas andlises in silico fato que pode ser explicado por se tratarem de linhagem
diferentes como também e da baixa cobertura dos genomas disponibilizados. Adicionalmente,
o elemento Helena também ndo foi encontrado no genoma da espécie asiatica Z. bogoriensis.

As sequéncias sdo apresentadas no Apéndice 1.

Para o elemento BS, foram amplificadas sequéncias do elemento BS em seis das 11
espécies de Zaprionus testadas (Z. indianus, Z. gabonicus, Z. davidi, Z. ornatus, Z. sepsoides,

e Z. africanus) (Apéndice 2).

Na Figura 7 é apresentada uma filogenia das espécies de Zaprionus e do subgrupo
melanogaster de Drosophila, que foi reconstruida com sequéncias dos genes Amyrel e COIl,
pelo método de verossimilhanca maxima, para representar a ocorréncia dos elementos Helena

e BS nas espécies estudadas neste trabalho.
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Figura 7. Relagoes filogenéticas reconstruidas com sequéncias dos genes Amyrel (nuclear) e COIl (mitocondrial)
obtidas no GeneBank para as espécies do subgénero Zaprionus e do subgrupo melanogaster de Drosophila. Na
extremidade dos ramos sdo representadas as ocorréncias do elemento Helena (quadrado vermelho) e do elemento
BS (quadrado cinza) nos genomas das espécies. Sendo que D.ore: D. orena, D.mel: D. melanogaster, D.ere: D.
erecta, D.mau: D. mauritiana, D.sec: D.sechellia, D.sim: D. simulans, D.tei: D. teissieri, D. san: D. santomea,
D.yak: D. yakuba, Z.cam: Z. camerounenisis, Z. dav: Z. davidi, Z.gab: Z. gabonicus, Z.ind: Z. indianus, Z.iner: Z.
inermis, Z.nig: Z.nigranus, Z.orn: Z. ornatus, Z.sep: Z. sepsoides. Z.tub: Z. tuberculatus, Z. bog: Z. bogoriensis.
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4.4. Divergéncia genética dos elementos Helena e BS

As andlises de divergéncia, estimadas pela distancia p (distancia par-a-par) mostrou
valores muito baixos, tanto para o elemento Helena (distancia média: 0,124), como para BS
(distancia media: 0,088), entre as especies do grupo melanogaster e as espécies de subgénero
Zaprionus. Os valores das distancias sdo apresentados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente para

os elementos Helena e BS.

A divergéncia entre as sequéncias do elemento Helena (Tabela 6) variou para as
espécies de Zaprionus entre 0,002 (entre espécies de Zaprionus estreitamente relacionadas,
como Z. indianus e Z. gabonicus) a 0,087 (entre espécies mais distantemente relacionadas,
como Z. tuberculatus e Z. davidi). Notavelmente, comparando-se a divergéncia entre as

sequéncias das espécies dos dois géneros, para alguns pares de espécies, os valores de distancia
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foram menores do que entre as proprias espécies do subgénero Zaprionus, como entre D.
sechellia e Z. ornatus (0,019), ou D. sechellia e Z. gabonicus (0,066), em comparagao ao par Z.
ornatus e Z. davidi (0,081) ou Z. ornatus e Z. inermis (0,089). As distancias mais elevadas para
as sequéncias do elemento Helena entre as espécies de Drosophila e Zaprionus sdo relativas as
comparacOes das sequéncias de D. ananassae e D. bipectinata com as espécies de Zaprionus,
0,257 a 0,293 e 0,228 a 0,253, respectivamente.

Tabela 6. Médias de distancias p entre as sequéncias do elemento Helena para as espécies analisadas. A analise
envolveu 84 sequéncias de nucleotideos. Todas as posi¢cdes ambiguas foram removidas para cada par sequéncia.
Houve um total de 481 posi¢des no conjunto de dados final. As analises evolutivas foram conduzidas em MEGA
7. Sendo que D.ore: D. orena, D.mel: D. melanogaster, D.ere: D. erecta, D. ana: D. ananassae, D. bip: D.
bipectinata, D.mau: D. mauritiana, D.sec: D.sechellia, D.sim: D. simulans, D.tei: D. teissieri, D.yak: D. yakuba,
Z.cam: Z. camerounenisis, Z. dav: Z. davidi, Z.gab: Z. gabonicus, Z.ind: Z. indianus, Z.iner: Z. inermis, Z.nig:
Z.nigranus, Z.orn: Z. ornatus, Z.sep: Z. sepsoides. Z.tub: Z. tuberculatus

D.ore D.mel D.ere D.ana D.bip D.mau D.sec D.sim D.tei D.yak Z.cam Z.dav Z.gab Z.ind Z.iner Z.nig Z.orn Z.sep Z.tub

D.ore

D.mel 0,119

D.ere 0,104 0112

D.ana 0,262 0,265 0,294

D.bip 0243 0245 0256 0,193

D.mau 0,110 0060 0091 0269 0,228

D.sec 0,104 0,055 0,088 0262 0230 0,031

D.sim 0,106 0,058 0,092 0268 0232 0,033 0,030

D.tei 0117 0108 0118 0275 0250 0,101 0,100 0,101

D.yak 0117 0112 0122 0278 0250 0,108 0,106 0,109 0,025

Z.cam 0084 0083 0081 0257 0228 0063 0065 0,058 0087 0,095

Z.dav 0,108 0,100 0,099 0293 0253 0,081 0084 0078 0099 0108 0,059

Z.gab 0,101 0078 008 0272 0242 0067 0066 0057 0088 009 0052 0,076

Z.ind 0,102 0078 0084 0267 0241 0,068 0068 0058 0087 0094 0051 0,078 0,002

Z.iner 0,118 0086 0110 0284 0261 0090 0089 008 0105 0111 0082 0,102 0,086 0,086

Z.nig 0099 009% 0088 0270 0240 0,075 0077 0069 0097 0104 0015 0064 0060 0061 0,090

Z.orn 0,106 0061 0085 0264 0230 0023 0019 0028 0099 0107 0063 0081 0065 0067 0089 0,076
Z.sep 0,113 0,087 0102 0268 0238 0076 0075 0074 0098 0105 0,073 0091 0072 0071 0,09 0082 0,074
Z.tub 0113 0093 0097 0273 0253 0073 0072 0070 0092 0102 0070 0087 0,067 0068 0093 0079 0,065 0,062

O mesmo padréo de baixa divergéncia foi observado para o elemento BS (Tabela 7),
guando comparadas as sequéncias de Z. indianus e Z. gabonicus (0,005), e entre espécies mais
distantemente relacionadas, como Z. davidi e Z. sepsoides (0,077). Da mesma forma que para
o elemento Helena, também sdo muito baixas, e inesperadas as distancias entre as espécies dos
dois géneros, uma vez que as distancias entre as sequéncias BS de D. sechellia e Z. sepsoides
(0,068), ou D. simulans e Z. indianus (0,069), s&o menores do que entre especies de Zaprionus
mais distantemente relacionadas, como Z. davidi e Z. sepsoides (0,077) ou de Drosophila, como
D. melanogaster e D. bipectinata (0,309). As distancias mais elevadas entre as sequéncias do

elemento Helena amostradas nas espécies de Drosophila e Zaprionus sdo relativas as
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comparacOes das sequéncias de D. bipectinata e D. ficusphila com as espécies de Zaprionus,
0,318 a 0,355 e 0,328 a 0,350, respectivamente.

Tabela 7. Médias de distancias p entre as sequéncias do elemento BS nas espécies analisadas. A analise envolveu
75 sequéncias de nucleotidos. Todas as posi¢des ambiguas foram removidas para cada par seqiiéncia. Houve um
total de 762 posicGes no conjunto de dados final. As analises evolutivas foram conduzidas em MEGA 7. Sendo
que D.mel: D. melanogaster, D.ere: D. erecta, D. fic: D. ficusphila, D. bip: D. bipectinata, D.sec: D.sechellia,
D.sim: D. simulans, Z.cam: Z. camerounenisis, Z. dav: Z. davidi, Z.gab: Z. gabonicus, Z.ind: Z. indianus, Z.orn:
Z. ornatus, Z.sep: Z. sepsoides, Z.afr: Z. africanus.

Z.ind Z.gab Z.afr Z.sep Z.dav Z.orn D.mel D.sim D.sec D.ere D.bip D.fic
Z.ind
Z.gab 0,005
Z.afr 0,016 0,017
Z.sep 0,054 0,055 0,053
Z.dav 0,016 0,018 0,032 0,077
Z.orn 0,026 0,027 0,037 0,077 0,011
D.mel 0,078 0,079 0,083 0,069 0,098 0,102
D.sim 0,069 0,070 0,074 0,065 0,085 0,089 0,058
D.sec 0,073 0,074 0,079 0,068 0,106 0,109 0,062 0,036
D.ere 0,183 0,184 0,189 0,187 0,205 0,216 0,179 0,188 0,189
D.bip 0,318 0,319 0,324 0,327 0,348 0,355 0,309 0,325 0,329 0,333
D.fic 0,328 0,330 0,334 0,344 0,341 0,350 0,337 0,343 0,349 0,338 0,226

4.5. Inferéncias filogenéticas e tempos de divergéncia entre sequéncias

As relacBes filogenéticas entre as sequéncias dos elementos Helena (Figura 8) e BS
(Figura 9) foram inferidas pelos métodos Neighbor-joining (ndo apresentados), Maxima
Verossimilhanga (ML, Figuras Suplementares) e Inferéncia Bayesiana (Bl), as quais
apresentaram resultados concordantes para os dois elementos.

Foram utilizadas 83 sequéncias para as analises do elemento Helena, sendo 21 do grupo
melanogaster de Drosophila e 62 do subgénero Zaprionus. Dentre as sequéncias de Drosophila
estdo incluidas as obtidas por GRANZOTTO et al. (2011), sendo uma de D. melanogaster, uma
de D. simulans, trés de D. sechellia, trés de D. erecta. A analise Bayesiana (Figura 8), realizada
com as sequéncias do gene da transcriptase reversa do elemento Helena mostra a formacao de
dois clados principais; no clado mais basal encontram-se clusterizadas as sequéncias das
espécies do grupo melanogaster menos derivadas, que evoluiram na Asia (D. ananassae e D.
bipectinata), em um agrupamento com alto suporte (99%). O segundo clado inclui todas as
sequéncias pertencentes as espécies que diversificaram na Africa (subgénero Zaprionus e

subgrupo melanogaster), as quais se clusterizam com suporte de 100%. Esse agrupamento é
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inesperado, pois ndo é concordante com a filogenia das espécies, ja que as sequéncias Helena
das espécies do complexo melanogaster sdo mais proximamente relacionadas com as das
espeécies do subgénero Zaprionus (suporte: 85%) do que com as sequéncias das espécies do seu
subgrupo (complexo erecta: D. erecta e D. orena, e complexo yakuba: D. yakuba e D. teissieri),
e com as das espécies asiaticas do grupo melanogaster (D. ananassae e D. bipectinata). O clado
que inclui as sequéncias do complexo melanogaster e do subgénero Zaprionus é subdivido em
dois, um basal que agrupa apenas sequéncias de Zaprionus (Z. davidi, Z. nigranus, Z.
camerounensis) com suporte igual a 98% e outro que se subdivide em dois clados internos
(suporte: 81%); um deles incluindo apenas sequéncias de Zaprionus (Z. indianus, Z. gabonicus
e Z. sepsoides, Z. camerounenis), enquanto que no outro clado (suporte: 79%) se clusterizam
as sequéncias de Helena de espécies do complexo melanogaster (D, melanogaster, D. simulans,
D. mauritiana e D. sechellia) e de duas espécies de Zaprionus (Z. ornatus e Z. africanus), com
suporte igual a 100%. Este clado ainda se agrupam as sequéncias de Z. inermes. A arvore gerada
pelo método de Méaxima Verossimilhanga é concordante para as incongruéncias apresentadas
(Figura Suplementar 1).
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Figura 8. Arvore filogenética reconstruidas com as
sequéncias do elemento Helena em Zaprionus (vermelho),
no subgrupo melanogaster de Drosophila (azul), e
Drosophila asiaticas (preto). A historia evolutiva foi
inferida pelo método de Andlise Bayesiana, usando o
modelo de substituicdo Tamura-Nei (TAMURA e NEI,
1993). As analises evolutivas foram realizadas no
programa BEAST v16.1. Os valores de suporte dos clados
sdo indicados em preto na parte superior dos ramos e 0
tempo de divergéncia, em milhdes de anos, em vermelho,

na parte inferior.
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A analise Bayesiana realizada com as sequéncias do gene da transcriptase reversa do
elemento BS (Figura 9), assim como para o elemento Helena, mostrou a formagéo de dois
clados principais: um deles inclui as sequéncias de especies do grupo melanogaster de
Drosophila que divergiram na Asia (D. ficusphila e D. bipectinata), com suporte: 100%, e o
outro, que inclui as sequéncias das espécies do subgrupo melanogaster (exceto do complexo
yakuba, no qual ndo foram encontradas sequéncias da RT de BS), do complexo melanogaster
de Drosophila (D. melanogaster, D. simulans, D. sechellia), as sequéncias das espécies de
Zaprionus e das espécies do complexo erecta. Portanto, a mesma incongruéncia observada na
filogenia do elemento Helena também ocorre na do BS: as sequéncias BS das espécies do
complexo melanogaster compartilham uma sequéncia ancestral comum mais recente com as
sequéncias das espécies do subgénero Zaprionus (suporte: 100 %) do que com as sequéncias de
D. erecta, que também fazem parte do subgrupo melanogaster, e com as sequéncias das
espécies asiaticas do grupo melanogaster (D. bipectinata e D. ficusphila). O clado Zaprionus-
complexo melanogaster é constituido por dois clados derivados reciprocamente monofiléticos,
um incluindo as sequéncias das espécies do complexo melanogaster, congruente com a
filogenia das espécies (suporte: 100%) e o outro todas as sequéncias de Zaprionus (suporte:
99%).



Figura 9. Arvore filogenética reconstruidas com
as sequéncias do elemento BS em Zaprionus
(vermelho) e subgrupo melanogaster de
Drosophila (azul) e Drosophila asiaticas (preto).
A historia evolutiva foi inferida usando o método
de Analise Bayesiana, usando o modelo de
substituicdo Kimura 2-parametros (KIMURA,
1980). As andlises evolutivas foram realizadas no
programa BEAST v16. Os valores de suporte dos
clados estdo em preto, na parte superior dos ramos,
e 0 tempo de divergéncia, em milhdes de anos, em
vermelho, na parte inferior.
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Os tempos de divergéncia das sequéncias dos elementos Helena (Figura 8) e BS (Figura
9), a partir da sequéncia ancestral comum mais recente compartilhada pelas espécies constantes
nas filogenias reconstruidas pela analise Bayesiana, foram inferiores aos tempos estimados para
as espécies analisadas (RUSSO et al., 1995; LACHAISEI et al., 2004; OBBARD et al., 2012).

Os tempos de divergéncia das sequéncias do elemento Helena nas espécies de
Zaprionus, a partir da sequéncia ancestral compartilhada com as espécies do complexo
melanogaster, é surpreendentemente baixo - 2,7 milhGes de anos; esse tempo corresponde ao
inicio da divergéncia do complexo melanogaster (2 a 3 milhGes de anos, Lachaise et al., 2004)
contudo, o género Zaprionus e Drosophila passaram evoluir independentemente ha mais de 40
milhdes de anos (Figura 8).

Também para o elemento BS, os tempos de divergéncia a partir da sequéncia ancestral
compartilhada entre as sequéncias das espécies dos dois géneros foram inferiores aos esperados.
O tempo de divergéncia das sequéncias do complexo erecta e as sequéncias do clado
Zaprionus/complexo melanogaster é de 7,2 milhfes de anos, uma estimativa de tempo
aproximado ao tempo de divergéncia estimado entre o complexo erecta e o complexo
melanogaster por alguns autores (RUSSO et al., 1995). Contudo, a clusterizag¢ao das sequéncias
de Zaprionus e o tempo encontrado ndo sdo concordantes com historia evolutiva dos géneros
dessas espécies. As sequéncias de Zaprionus compartilham sequéncias BS com as do complexo
melanogaster cujas sequéncias ancestrais comuns foram datadas em torno de 2,5 milhdes de

anos, altamente discordante da historia dos grupos (Figura 9).

4.6. Analises de Network

A rede gerada pela analise de network mostra um cenario que reforca as analises
anteriores realizadas para os elementos Helena (Figura 10) e BS (Figura 11). Evidencia-se que
as sequéncias Helena das espécies pertencentes ao grupo melanogaster de Drosophila que se
diversificaram na Africa (complexo erecta, yakuba e melanogaster) s&o mais proximamente
relacionadas com as das espécies do subgénero Zaprionus do que com as das espécies do grupo
melanogaster de Drosophila que diversificaram na Asia (D. ananassae e D. bipectinata)
(Figura 10). De modo geral, ndo h4 uma relagéo direta entre as sequéncias das espécies do
subgénero Zaprionus com alguma espécie do subgrupo melanogaster devido a presenca de
muitos vetores intermedidrios entre as sequéncias. Nota-se que entre as sequéncias do

subgénero Zaprionus e as sequéncias do complexo melanogaster encontram-se menos que 10
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substituicdes de nucleotideos, enquanto que entre as sequéncias de Zaprionus e as sequéncias
de Drosophila que evoluiram na Asia (D. bipectinata e D. ananassae) existem mais de 80
substituicdes nucleotidicas. Outro destaque dessa analise é a relacao direta entre as sequéncias
de D. sechellia com as sequéncias de Z. ornatus e Z. africanus. Essa relacdo de ancestralidade

direta é concordante com a filogenia reconstruida (Figura 10).

Figura 10. RelacGes evolutivas entre as sequéncias do elemento NLTR Helena das espécies do género Drosophila
com genoma sequenciado e as espécies do género Zaprionus obtidas experimentalmente, reconstruidas pelo
método Median Joining Network. Na figura, as cores quentes sdo espécies do subgénero Zaprionus e, as cores
frias, as espécies representantes do grupo melanogaster de Drosophila. A seta cinza evidencia a maior similaridade
entre as sequéncias das espécies africanas.

D. bipectinata
D. ananassae

D.simulans
D. sechellia
D. mauritiana
Z. indianus
Z. africanus

D. melanogaster

Z. sepsoides

Z. camerounensis
Z. nigranus
Median Vectors

A rede gerada para o elemento BS também mostra que as sequéncias das espécies
pertencentes ao complexo melanogaster de Drosophila sdo mais relacionadas com as
sequéncias das espécies do subgénero Zaprionus do que com as das espécies grupo
melanogaster que divergiram na Asia (D. bipectinata e D. ficusphila), do que com espécies do
género Zaprionus. Como para as sequéncias Helena, ndo ha ligacdo direta das sequéncias das
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espécies de Zaprionus com as espécies do subgrupo melanogaster, juntamente com a presenca
de vetores intermediérios e maior nimero de substituicdes de nucleotideos entre as espécies
asiaticas de Drosophila com as africanas (149) do que entre as espécies de Drosophila que
evoluiram na Africa (complexo melanogaster) e as espécies de Zaprionus (9 — 20). N&o ha uma
relacdo direta entre as sequéncias das espécies do subgénero Zaprionus e as espécies do
subgrupo melanogaster devido a presenca de muitos vetores intermediarios entre as sequéncias
(Figura 11).

Figura 11. RelacGes evolutivas entre as sequéncias do elemento NLTR BS das espécies do género Drosophila
com genoma sequenciado e as espécies do género Zaprionus obtidas experimentalmente, reconstruidas pelo
método Median Joining Network. Na figura, as cores quentes sdo espécies do subgénero Zaprionus e, as cores

frias, as espécies representantes do grupo melanogaster de Drosophila. A seta cinza evidencia a maior similaridade
entre as sequéncias das espécies africanas.
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5. DISCUSSAO

Estudos envolvendo HT de TEs, iniciados na década de 80, com a descri¢éo da invaséo
recente do elemento P em D. melanogaster (BREGLIANO; KIDWELL,1983), continuam
despertando o interesse da comunidade cientifica (SORMACHEVA et al., 2012; IVANCEVIC
et al., 2013; EL BAIDOURI et al., 2014; SHARMA,; PRESTING; 2014; CHALOPIN et al.,
2015; SUH et al., 2016). Para se realizar inferéncias confiaveis sobre a ocorréncia de HT
existem trés indicios que devem ser observados, e dentre eles os principais sdo: (i) alta
similaridade entre a sequéncia do TE entre espécies distantemente relacionadas; (ii)
incongruéncias entre a filogenia das espécies envolvidas e das sequéncias dos TES nas espécies
consideradas; e (iii) distribuicdo irregular do elemento (auséncia e presenga) em um grupo de
espécies (revisado em LORETO et al., 2008; CARARETO, 2011; WALLAU et al., 2012). Os

trés critérios foram observados neste estudo.

Eventos de HT podem ser facilitados pela caracteristica de mobilidade dos TEs, contudo
as diferencas nas frequéncias desses eventos envolvendo elementos de diferentes ordens
relaciona-se ao modo de transposicdo dos TEs. Dentre os relatos de possiveis eventos HT em
Drosophila, 96% de envolvem retrotransposons com LTR e transposons de DNA e somente
4% referem-se a retrotransposon sem LTRs (LORETO et al., 2008).

Os primeiros estudos de HT em eucariotos consideraram que devido ao modo de
transposicdo dos retrotransposons sem LTRs, estes apresentariam uma restricdo muito forte
para protagonizarem eventos de HT (ANDERSSON, 2005). Alguns estudos contemporaneos
reforcam a ocorréncia de eventos de HT com tais sequéncias (revisado em SORMACHEVA et
al.,, 2012), como por exemplo a HT do elemento Bov-B entre cobras e ruminantes
(IVANCEVIC et al., 2013), ou ainda do elemento CR1B entre borboletas e mariposas que
ocorreu nos altimos 5 milhdes de anos (SORMACHEVA et al., 2012).

A historia evolutiva dos elementos Helena e BS foi estudada por Granzotto (2009)
utilizando os 12 genomas de Drosophila e o0s autores ndo encontraram evidéncias de HT nas
espécies investigadas. No presente estudo ampliamos o numero de espécies do género
Drosophila (24), bem como incluimos 12 espécies do género Zaprionus para testar a hipotese
de ocorréncia de HT desses dois elementos NLTRs entre as espécies dos dois géneros.
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5.1. O elemento Helena

O elemento Helena n&o foi encontrado em Z. bogoriensis, Unica espécie do subgénero
Anaprionus que teve origem e diversificagdo na Asia disponivel para anélise neste estudo,
contudo, foi identificado em todas as especies do subgénero Zaprionus testadas. Essa
distribuicdo descontinua do elemento Helena no género Zaprionus pode ter diversas
explicagBes. Uma das hipoteses baseia-se na possibilidade de perda do TE na espécie, devido a
ocorréncia de mutacdes na sua porcao codificante, assim o elemento perde sua autonomia de
transposicao no genoma hospedeiro, e consequentemente a capacidade de aumentar suas copias
no genoma, sendo extinto. Outra possibilidade poderia ser decorrente de algum evento de
gargalo genético que poderia afetar de forma intensa a populacdo desse TE no genoma e ter
sido perdido de forma estocastica (revisado em ORTIZ; WALLAU, 2015). A terceira
explicagdo para um cenério de distribuicdo descontinua, concordante com nossa hipotese de
ocorréncia de HT, seria a sequéncia nunca ter estado presente no ancestral do género, que se
originou na Asia, bem como em espécies do subgénero Anaprionus, também asiético, como o
caso de Z. bogoriensis. Dessa forma, a introducdo da sequéncia nos genomas observados teria
ocorrido mais recentemente, apds a divergéncia das espécies do subgénero Zaprionus na Africa.
Contudo, ressalva-se que um maior numero de espécies do subgénero Anaprionus devem ser
investigadas. A opcdo por uma dessas hipoOteses requer aumentar o numero de espécies
investigadas no subgénero Anaprionus e de linhagens de Z. bogoriensis, o que nao foi possivel
no presente estudo.

O fato do elemento Helena estar presente em todas as espécies do subgénero Zaprionus
testadas, sugere trés possibilidades: (i) o elemento sempre esteve presente antes da divergéncia
do subgénero Zaprionus, (ii) O elemento pode ter sido introduzido no ancestral do subgénero
Zaprionus, (iii) o elemento pode ter sido introduzido independentemente em complexos
diferentes desse subgénero. Se o elemento sempre esteve presente nas espécies do subgénero
Zaprionus, o tempo de divergéncia a partir do ancestral comum das sequéncias do elemento

seria concordante com o tempo de divergéncia das espécies.

Um estudo com marcadores mitocondriais e nucleares sugere que o subgénero
Zaprionus teria se originado por volta de 7 milhdes de anos, no Quaternario, e posteriormente
os complexos de espécies se diversificaram na Africa central ha cerca de 4 milhdes de anos
(YASSIN et al., 2008). Entretanto, os tempos de divergéncia para as sequéncias do elemento

Helena encontradas nas espécies de Zaprionus variaram de 2,4 a 3,2 milhGes de anos, valores
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esses inferiores ao da origem do subgénero, mas semelhantes aos da diversificagdo do complexo
melanogaster na Africa central, estimado entre 2 e 3 milhdes de anos (LACHAISE et al., 2004).
Assim, o tempo de divergéncia entre as sequéncias do elemento Helena compartilhadas entre
as espécies de Zaprionus com espécies do subgrupo melanogaster, a partir de uma sequéncia
ancestral comum, ndo correspondeu aos valores esperados da divergéncia entre dois géneros,
estimado em pelo menos 40 milhGes de anos (RUSSO et al., 1995) ou até 60 milhdes de anos
atras (YASSIN et al., 2008b). Esses tempos sdo muito inferiores, mesmo considerando-se a
estimativa de Obbard (2012) para a divergéncia de Sophophora e Drosophila entre 24 a 40
milhGes de anos, assumindo-se o consenso atual de que o género Zaprionus deveria ser
rebaixado a um grupo monofilético de espécies do subgénero Drosophila (RUSSO et al., 1995;
TATARENKOQV etal., 1999; ROBE et al., 2005; DA LAGE etal., 2007; YASSIN et al., 2008a;
CARARETO, 2011; RUSSO et al., 2013). Entretanto, os tempos de divergéncia estimados a
partir da sequéncia Helena ancestral sdo congruentes com estimativas aceitas para 0s tempos
de divergéncia do complexo melanogaster, apesar de ndo haver consenso para as estimativas
de tempos de divergéncia entre D. melanogaster e D. simulans, que variam de 0,8 a 5,4 milhdes
de anos (CACCONE et al., 1988; RUSSO et al., 1995; SHARP; LI et al., 1999; TAMURA et
al., 2004; CUTTER, 2008). De modo geral, as datacdes para a origem de Helena nos clados das
espécies de Zaprionus estdo entre 2,4 e 3,2 milhdes de anos. Vale destacar, que 3 milhdes de
anos foi o tempo datado para ocorréncia de eventos de HT entre espécies de Zaprionus e
Drosophila envolvendo o retrotransposon com LTR Gypsy (SETTA etal., 2009). Cabe ressaltar
ainda, o compartilhamento de uma sequéncia ancestral comum de Helena entre as espécies D.
mauritiana e D. sechellia, Z. ornatus e Z. africanus datada entre 0,4 a 0,6 milhdes de anos e
que, D. mauritiana e D. sechellia, espécies do subcomplexo simulans restritas a ilhas do Oceano
indico, divergiram a apenas ~ 0,4 milhdes de anos (TAMURA et al., 2004). Esses valores e a
rede de network sugerem a ocorréncia de HT a partir do ancestral dessas duas espécies irmas

para Z. ornatus e desta para D. sechellia e Z. africanus.

As analises de divergéncia genética entre as sequéncias Helena sao correspondentes aos
tempos de divergéncia acima destacados, valores menores entre as espécies dos dois subgéneros
(Drosophila e Zaprionus) do que entre as préprias espécies do subgrupo melanogaster de

Drosophila, discordantes da histéria evolutiva dos grupos.

Quando se assume evolucgdo de sequéncias por transmisséo vertical, 0 esperado € que a

filogenia de TEs seja congruente com a das espécies hospedeiras, uma vez que nesse cenario as
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sequéncias estariam presentes no ancestral e foram herdadas verticalmente, como as demais
sequéncias gendmicas. Contudo, podem ocorrer incongruéncias filogenéticas, isto é a filogenia
das espécies e das sequéncias dos TEs ndo serem correspondentes. Essas incongruéncias podem
ser decorrentes de taxas evolutivas diferentes, polimorfismo ancestral e perda estocastica do
elemento (LORETO et al., 2008). Uma quarta explicacdo para uma incongruéncia filogenética
é um possivel evento de HT. Com esse evento, a sequéncia do elemento teria sido introduzida
recentemente em uma espécie e, assim, teria acumulado menos divergéncia do que o esperado
pela filogenia das espécies doadora e receptora. As reconstrugdes filogenéticas das sequéncias
Helena apresentam diversas incongruéncias, sugerindo que o evento de HT teria ocorrido entre
0 ancestral do complexo melanogaster e ancestrais do subgénero Zaprionus, uma vez que as
sequéncias de Zaprionus se clusterizam dentro do clado do subgrupo melanogaster e
diretamente com as espécies representantes do complexo melanogaster (as espécies dos
complexos yakuba e erecta ndo apresentam um agrupamento direto com as espécies de

Zaprionus).

Em sintese, podemos propor fases de eventos de HT do elemento Helena envolvendo as
espécies de Drosophila e Zaprionus, (i) uma mais antiga, na qual um ancestral do complexo
melanogaster teria transferido Helena para o ancestral do subgénero Zaprionus, e (ii) outra mais
recente, envolvendo a transferéncia de Helena de um ancestral do subcomplexo simulans para

Z. ornatus e desta espécie para D. sechellia e Z. africanus.

A ocorréncia de HT é uma observacdo recorrente na literatura em estudos envolvendo
TEs. Suh e colaboradores (2015) mostraram um importante evento de HT do NLTR AVIRTE
entre parasitas nematoides e espécies de aves, caracterizado pela ocorréncia de duas ondas de
transferéncia entre essas espécies, uma ha 25 milhdes de anos e outra ha cerca de 17,7 milhdes
de anos. Essa datacdo é congruente com a expansdo desses elementos nos genomas dos

nematoides.

A incongruéncia entre os tempos de divergéncia das sequéncias e das espécies observa-
se ndo apenas entre as espécies de Zaprionus e de Drosophila, mas também entre as espécies
mais basais do subgrupo melanogaster. Granzotto et al. (2009) investigaram a ocorréncia e a
historia evolutiva do elemento Helena em diversas espécies de Drosophila, incluindo entre elas
especies do complexo erecta (D. erecta) e yakuba (D. yakuba). Nesse estudo, a analise
filogenética realizada ndo evidenciou incongruéncias robustas entre a filogenia das espécies e

do elemento, em razdo disso foi proposto que Helena evoluiu no grupo melanogaster por
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transferéncia vertical. Posteriormente, em uma recente revisdo sobre casos de HT, Wallau et al.
(2016), utilizando uma nova metodologia para inferéncia de HT, que denominaram de Vertical
and Horizontal Inheritance Consistence Analyssis (VHICA), encontraram um fraco sinal de
HT para o elemento envolvendo as espécies D. simulans e D. erecta, e concluiram, que a baixa
intensidade do sinal encontrado pode ser um indicativo de um evento mais ancestral, ja que
quanto mais antigo for um evento de HT, maior o grau de dificuldade em identifica-lo
(SCHAACK; GILBERT; FESCHOTTE, 2010).

Os resultados da rede gerada corroboraram as hipoteses levantadas pela filogenia. A
existéncia dos diversos vetores intermediarios entre as sequéncias do elemento Helena de
Zaprionus e do subgrupo melanogaster corrobora a hipdtese acima formulada de ocorréncia de
HT mais antiga entre os ancestrais do subgénero Zaprionus e do complexo melanogaster, uma
vez que ndo ha uma relacdo direta entre as sequéncias das espécies do subgénero Zaprionus e
as espécies do subgrupo melanogaster e, mais recente, envolvendo o ancestral das espécies D.

mauritiana e D. sechellia e Z. ornatus.

Na filogenia, as sequéncias do elemento Helena das espécies asiaticas do grupo
melanogaster (D. bipectinata e D. ananassae) se clusterizam com suporte (100%) em um clado
separado das espécies africanas. Essa topografia da arvore, mais o grau de divergéncia entre
essas sequéncias mostra que as sequéncias do Helena encontradas nas espécies africanas sdo
diferenciadas das encontradas nas espécies asiaticas. Assim o elemento das espécies asiaticas
ndo pertence a mesma familia de Helena das espécies africanas, utilizando o critério de Wicker
et al. (2007) ou, pelo menos ndo a mesma subfamilia (grupos filogenéticos diferenciados), se
ndo formos tdo restritivos e admitirmos que pertencem a mesma familia elementos com
similaridade em torno de 70%. Esses dois grupos de sequéncias poderiam decorrer de
polimorfismo ancestral na populacdo de elementos original do género Drosophila e que um
deles ndo foi herdado pela linhagem proto-melanogaster que originou as espécies africanas.

5.2 O elemento BS

O elemento BS apresenta distribuicdo mais descontinua no género Zaprionus que 0
elemento Helena, uma vez que s6 foi encontrado em seis das 12 espécies testadas. Distribuicdo

irregular ou descontinua é o primeiro critério para se inferir transferéncia horizontal.
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Assim como o discutido para o elemento Helena, a divergéncia das sequéncias do
elemento BS das espécies de Zaprionus com espécies do subgrupo melanogaster, nao
corresponderam aos valores esperados entre dois géneros; as sequéncias do elemento BS, de
ambos 0s géneros apresentaram valores muito similares. Também para BS observam-se
menores valores de distancia entre as espécies de Drosophila do complexo melanogaster e do
subgénero Zaprionus do que entre as proprias espécies de Drosophila pertencentes ao mesmo

subgrupo.

Da mesma forma que para Helena, a incongruéncia na reconstrucéo filogenética do
elemento BS sugere que um evento de HT teria ocorrido a partir do ancestral do complexo
melanogaster, uma vez que as sequéncias das espécies de Zaprionus se agrupam dentro do
clado do subgrupo melanogaster, formando dois clados reciprocamente monofiléticos com o
complexo melanogaster, enquanto que as sequéncias do complexo erecta ndo se agrupam com
as das especies de Zaprionus. Para o elemento BS, portanto é possivel destacar um possivel
evento de HT entre as espécies de Drosophila e Zaprionus, evolvendo o ancestral do complexo
melanogaster e o ancestral das espécies de Zaprionus. As sequéncias BS das espécies de
Zaprionus apresentam-se, na arvore filogenética como uma grande politomia, ndo sendo
possivel estabelecer relagdes congruentes com a divergéncia dos complexos de espécies
(indianus, ornatus e sepsoides). Essa politomia pode refletir a divergéncia recente entre muitas
dessas espécies (YASSIN et al., 2008a), como, por exemplo, entre as espécies do complexo
indianus, que teria ocorrido ha aproximadamente 4 milhdes de anos (YASSIN et al 2008b,

CARARETO, 2011). Adicionalmente podem representar coalescéncia ndo concluida.

A estimativa de tempo de divergéncia entre as sequéncias BS compartilhadas entre as
espécies do subgénero Zaprionus e as espécies do subgrupo melanogaster foi concordante com
o resultado obtido para as sequéncias do elemento Helena, ambas inferiores a 3 milhdes de
anos. A analise de network, além de corroborar a incongruéncia filogenética, sugere uma
segunda possibilidade, evidenciada pelo fato de nédo existir uma relagdo direta entre as
sequéncias de Zaprionus com as do complexo melanogaster. O grande nimero de vetores
intermediarios relacionando essas sequéncias podem indicar que o evento tenha ocorrido a
partir do ancestral do subgrupo melanogaster e ndo no ancestral do complexo melanogaster;
contudo, as datacdes dos ramos na filogenia inferiores a 3 milhdes de anos refor¢cam a hipotese

da transferéncia horizontal do elemento BS de um ancestral do complexo melanogaster para o
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subgénero Zaprionus, tal qual para o elemento Helena, e também para retrotransposons com
LTRs (SETTA et al., 2009).

As sequéncias das espécies asidticas do grupo melanogaster (D. bipectinata e D.
ficusphila) se clusterizam com suporte 100% em um clado separado das espécies africanas.
Essa topografia da arvore somada as distancias para essas sequéncias mostram que as
sequéncias do elemento BS encontradas nas espécies africanas ndo pertencem a mesma familia
ou subfamilia que o BS das espécies asiaticas, uma vez que ndo apresentaram similaridade

superior a 70%.

5.3 Condicdes para ocorréncia de HT

Existem alguns pré-requisitos para que ocorram eventos de HT. Uma condicédo para se
poder discutir tais processos é a existéncia de sobreposicdo espaco temporal entre as espécies
envolvidas no evento de HT. Algumas relagdes ecoldgicas podem facilitar eventos de HT, como

relacBes parasito-hospedeiro, presa-predador ou relagcbes mutualisticas (WANG; LIU, 2016).

Atualmente vem sendo reportados diversos casos de HT em eucariotos (SETTA et al.,
2009; SORMACHEVA et al., 2012; IVANEVIC et al., 2013; EL BAIDOURI et al., 2014;
SHARMA; PRESTING; 2014; COYNE; CHALOPIN etal., 2015; GALLUS et al., 2015; DIAS
et al., 2015; SUH et al., 2016). Contudo, os mecanismos pelos quais esses eventos ocorrem
ainda ndo foram completamente elucidados e esclarecidos. Possiveis formas de transferéncia
de um TE para outra espécie seria um contato direto entre espécies por meio de vetores, como
parasitas e patdgenos. Além de vetores, alguns grupos especificos de TEs podem formar seu
préprio capsideo viral (MALIK et al., 2000), como o retroelemento Gypsy em D. melanogaster,
que sintetiza a proteina do capsideo e forma particulas citoplasmaticas, capazes de infectar

linhagens desprovidas do elemento (revisado em LORETO et al., 2008).

Existem mecanismos possiveis para ocorréncia de um evento de HT envolvendo NLTRs
como (i) utilizacdo de virus como vetor, (ii) insercdo em uma sequéncia de transposon de DNA
e formacdo de um elemento quimérico, o qual é transferido (SCHAACK et al., 2010;
SORMACHEVA et al., 2012), ou mesmo (iii) transferéncia de moléculas de DNA e RNA
“nuas” envolvidas por fluidos animais, mediada por algum vetor (SCHAACK et al., 2010).

Dentre os possiveis exemplos de transporte de TES por vetores, destaca-se a agcao por virus da
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familia Poxviridae. Piskurek e Okada, (2007) discutem que virus dessa familia foram os vetores
responsaveis pelo evento de HT do NLTR Bov-B de repteis para mamiferos. Contudo, Ivancevic
e colaboradores (2013) propdem que esse evento foi mediado por B. hydrosauri, uma espécie

de carrapato que parasita 0s animais envolvidos nos eventos de HT.

Assim, neste estudo sdo apresentadas evidéncias da ocorréncia de HT envolvendo os
retrotransposons sem LTR Helena e BS. Nossa hipdtese de que as oportunidades para HTs que
se estabeleceram na Africa Tropical nos Gltimos 10 milhdes de anos entre as espécies do
complexo melanogaster e subgénero Zaprionus foram tdo permissivas que até elementos que
apresentam baixa possibilidade de HT puderam ser transferidos horizontalmente foi
corroborada. A importancia deste trabalho néo se limita em afirmar se ocorreu HT de TEs entre
géneros de drosofilideos; ele acrescenta um cendrio historico sobre a evolugdo de TEs entre
grupos de espécies. Este estudo amplia as evidéncias atuais sobre HT de elementos NLTRs
entre espécies e indica que estudos gendmicos de larga escala poderdo mostrar que HT de
elementos NLTRs ndo sdo tdo raros como se pensava até recentemente, mesmo sendo sua
ocorréncia menos frequente que a dos retrotransposons com LTRs e Transposons, em

decorréncia do seu modo de transposig&o.
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6. CONCLUSOES

1. Os elementos Helena e BS apresentam distribuigéo irregular no género Zaprionus e no
grupo melanogaster de Drosophila, um dos indicios para se inferir ocorréncia de transferéncia
horizontal. O elemento Helena foi encontrado em todas as espécies analisadas do subgénero
Zaprionus, mas ndo na espécie do subgénero Anaprionus, enquanto que BS apresenta
distribuicéo irregular no género e no subgénero Zaprionus, estando também ausente na espécie

analisada do subgénero Anaprionus;

2. Os elementos Helena e BS encontrados nas espécies asiaticas do grupo melanogaster de
Drosophila pertencem a uma familia, ou subfamilia, diferente daqueles do subgrupo

melanogaster;

3. A transferéncia horizontal do elemento Helena ocorreu em duas fases, uma mais antiga
(~2,7 milhGes de anos), a partir de ancestrais do complexo melanogaster para ancestrais do
subgénero Zaprionus, e outra mais recente, a partir de um ancestral do subcomplexo simulans

para Z. ornatus e, desta, para D. sechellia e Z. africanus;

4, A transferéncia horizontal do elemento BS ocorreu a partir do subgrupo melanogaster
para o0 subgénero Zaprionus, possivelmente de ancestrais do complexo melanogaster para
ancestrais do subgénero Zaprionus, em apenas uma fase (~2,5 milhGes de anos atras),

correspondente aquela em que se deu a transferéncia horizontal do elemento Helena;

5. A similaridade de sequéncias, incongruéncias filogenéticas e baixos tempos de
divergéncia dos elementos Helena e BS, compartilhados entre espécies do complexo
melanogaster e do subgénero Zaprionus, corroboram a hipOtese de que o estado de
permissividade para trocas genéticas estabelecido na Africa Tropical, favoreceu a transferéncia

horizontal de elementos NLTRs entre as espécies dos dois grupos.
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8. APENDICES

Apéndice 1. Sequéncias do elemento Helena em FASTA, obtida dos amplificados da regido do

gene da transcriptase reversa.

>Zafric
AAGGCAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGTATTTCGAAAGGGACACGCTTTTGA
CGACTGCGAGGCCGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACGTATGGCATGTT
GGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCGCCCTACATTTTAAAGTATCT
AGAAGAAAGAAAAATCACGGTGAGAAATAGCACTCCTCTATATACCCAATGAGA
GCTGGAGTCCCTGGCGGTGTTCTCGGACCGCTACTGTATTCCTTGTACACTGCTGA
TATCCCTTGCCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Z. camerounenis_2

ACAAGGCAACATCTTGCCGGATCATCAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCACT
ATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACAGGCTTTTGACGACTGCG
AGTACTCCAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCA
TGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTT
TAAAATCATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTC
TTCTATATATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTA
CTATACTCCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGC
ACCAAACA

>Z. camerounensis_1

ACAAGGCAACATCTTGCCGGATCATCAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCACT
ATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACAGGCTTTTGACGACTGCG
AGTACTCCAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCA
TGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTT
TAAAATCATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTC
TTCTATATATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTA
CTATACTCCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGC
ACCA

>Z. camerounensis_3
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ACAAGGCAACATCTTGCCGGATCATCAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCACT
ATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACAGGCTTTTGACGACTGCG
AGTACTCCAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCA
TGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTT
TAAAGTCATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTC
TTCTATATATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTA
CTATACTCCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGC
ACCAAACA

>Z. sepsoides_2

GAGTCGTATCCGCCCATAAGCATGTTACTCACACTTTCCGCCCATGGGAGAGATC
TATTCCCAATAGGGTTATTGCCATTATAAGACAAGGCAACATCTTGCCGGATCAT
CAATTTGTATTTCGAAAGGGACACGGCACTATTGAACAGGTCCACAGACTGGTGA
AACACATATTACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCTGTCTTTATAGA
TATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAG
ACCCTTCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATCATATCTAGAAGAAAGACA
ATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATATACCCAATGAGAGCTGGA
GTCCCTCAGGGCGGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATAT
CCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>7. sepsoides_3

GAGTCGTATAGGCCTATAAGCCTCTTACCCTCCCTTTTTAAATTATGGGAGAGACT
TATTGCCAATCGGATCAACGACAATATCAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCAT
CAATTTGGATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTG
AAACATGTACTACAGGCATTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCTGTCTTTATAG
ATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAATATAAA
GACCCTTCTACCTGCGCCCTACTCCTGTATTTTAAAGTCATATCTGGAAGGACGAG
AATTTAAAATCACAGCGAGAAATACCTACTCTTCTGTAAATCCAATGAGAGCTGG
AGTCCCACAGGGCTGTGTTCTCGGACCGCTACAATATTCCTTGTACACTGCTGATA
TCCCTTGCCCGAGTTCCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Z. sepsoides_5
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GAGTCGTATAGGCCTATAAGCCTCTTACCCTCCCTTTTTAAATTATGGGAGAGACT
TATTGCCAATCGGATCAACGACAATATCGGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCAT
CAATTTGGATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTG
AAACATGTACTACAGGCATTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCTGTCTTTATAG
ATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAATATAAA
GACCCTTCTACCTGCGCCCTACTCCTGTATTTTAAAGTCATATCTGGAAGGACGAG
AATTTAAAATCACAGCGAGAAATACCTACTCTTCTGTAAATCCAATGAGAGCTGG
AGTCCCACAGGGCTGTGTTCTCGGACCGCTACAATATTCCTTGTACACTGCTGATA
TCCCTTGCCCGAGTTCCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Z.sepsoides_4

GAGTCGTATAGGCCTATAAGCCTCTTACCCTCCCTTTTTAAATTATGGGAGAGACT
TATTGCCAATCGGATCAACGACAATATCGGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCAT
CAATTTGGATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTG
AAACATGTACTACAGGCATTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCTGTCTTTATAG
ATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAATATAAA
GACCCTTCTACCTGCGCCCTACTCCTGTATTTTAAAGTCATATCTGGAAGGACGAG
AATTTAAAATCACAGCGAGAAATACCTACTCTTCTGTAAATCCAATGAGAGCTGG
AGTCCCACAGGGCTGTGTTCTCGGACCGCTACAATATTCCTTGTACACTGCTGATA
TCCCTTGCCCGAGTTCCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Z. sepsoides 5

GAGTCGTATAGGCCTATAAGCCTCTTACCCTCCCTTTTTAAATTATGGGAGAGACT
TATTGCCAATCGGATCAACGACAATATCAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCAT
CAATTTGGATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTG
AAACATGTACTACAGGCATTTGACGACTGCTAGTACTCCAACGCTGTCTTTATAG
ATATGCAACAAGCCTTCGGAAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAATATAAA
GACCCTTCTACCTGCGCCCTACTCATGTATTTTAAAGTCATATCTGGAAGGACGA
GAATTTAAAATCACAGCGAGAAATACCTACTCTTCTGTAAATCCAATGAGAGCTG
GAGTCCCACAGGGCTGTGTTCTCGGACCGCTACAATATTCCTTGTACACTGCTGAT
ATCCCATGCCCGAGTTCCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Z. inermis
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GAGTTGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAGAGACT
TATTGCTAATCGGATCAACGACATTATAAGACAATCTAATATCTTGCCGGATCAT
CAATTTGGATTTGGAAAGGGACACGACACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGGG
AAACACATATTACGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCTGTCTTTATTGATA
TGCAATAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTGTTATGCAAGATAAAGAC
TACTACCTGCGCTCTACTTCTGCATTTTAAAGTCATATCTGGAAGGACGAGAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAACTAATCCTCTATATATCCAATGAGAACTGGAATCC
CACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTTTTATACTCCTTATACACTGCTGATATCCCT
TGGCCGAGTTTCGAACACATGGAAGCACCGAACA

>Z. inermis_2

GAGTTGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAGAGACT
TATTGCTAATCGGATCAACGACATTATAAGACAATCTAATATCTTGCCGGATCAT
CAATTTGGATTTGGAAAGGGACACGACACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGGG
AAACACATATTACGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCTGTCTTTATTGATA
TGCAATAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTGTTATGCAAGATAAAGAC
TACTACCTGCGCTCTACTTCTGCATTTTAAAGTCATATCTGGAAGGACGAGAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAACTAATCCTCTATATATCCAATGAGAACTGGAATCC
CACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTTTTATACTCCTTATACACTGCTGATATCCCT
TGGCCGAGTTTCGAACACATGGAAGCACCGAACA

>Z. inermis_3

GAGTTGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAGAGACT
TATTGCTAATCGGATCAACGACATTATAAGACAATCTAATATCTTGCCGGATCAT
CAATTTGGATTTGGAAAGGGACACGACACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGGG
AAACACATATTACGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCTGTCTTTATTGATA
TGCAATAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTGTTATGCAAGATAAAGAC
TACTACCTGCGCTCTACTTCTGCATTTTAAAGTCATATCTGGAAGGACGAGAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAACTAATCCTCTATATATCCAATGAGAACTGGAATCC
CACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTTTTATACTCCTTATACACTGCTGATATCCCT
TGGCCGAGTTTCGAACACATGGAAGCACCGAACA

>Z. inermis_4
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GAGTTGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAGAGACT
TATTGCTAATCGGATCAACGACATTATAAGACAATCTAATATCTTGCCGGATCAT
CAATTTGGATTTGGAAAGGGACACGACACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGGG
AAACACATATTACGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCTGTCTTTATTGATA
TGCAATAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTGTTATGCAAGATAAAGAC
TACTACCTGCGCTCTACTTCTGCATTTTAAAGTCATATCTGGAAGGACGAGAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAACTAATCCTCTATATATCCAATGAGAACTGGAATCC
CACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTTTTATACTCCTTATACACTGCTGATATCCCT
TGGCCGAGTTTCGAACACATGGAAGCACCGAACA

>Zornl

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATATAAGCGATAATATATGGTATATA
GCACTAATCTTTAATGCTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAA
TGGCTGCTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAGCCGGAAGATGATCCTGAGTC
GTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCACACTTTCTAAATTATGGGAGAGACTTATTG
CCAATCGGATAAACGACATTATAAGACAAGGCAATATCTTGCCGGATCATCAATT
TGTATTTCGAAAGGGACACGGAACTATTGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACA
CATACTACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCCGTCTTTATAGATATG
CAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCC
TTCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGAAAGACAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAGCTACTCCTCTATATACCCAATGAGAGCTGGAGTCC
CTCAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTGTATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCT
TGCCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zorn2

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATATAAGCGATAATATATGGTATATA
GCACTAATCTTTAATGCTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAA
TGGCTGCTATTTTGATGATCCACTAGCCTGGAAAGCCGGAAGATGATCCTGAGTC
GTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCACACTTTCTAAATTATGGGAGAGACTTATTG
CCAATCGGATAAACGACATTATAAGACAAGGCAATATCTTGCCGGATCATCAATT
TGTATTTCGAAGGGGACACGGAACTATTGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACA
CATACTACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCCGTCTTTATAGATATG
CAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCC
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TTCTACCTGCGCCCTACTTCTGTACTTTAAAGTCATATCTAGAAGAAAGACAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAGCTACTCCTCTATATACCCAATGAGAGCTGGAGTCC
CTCAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTGTATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCT
TGCCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zorn3

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATATAAGCGATAATATATGGTATATA
GCACTAATCTTTAATGCTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAA
TGGCTGCTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAGCCGGAAGATGATCCTGAGTC
GTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCACACTTTCTAAATTATGGGAGAGACTTATTG
CCAATCGGATAAACGACATTATAAGACAAGGCAATATCTTGCCGGATCATCAATT
TGTATTTCGAAAGGGACACGGAACTATTGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACA
CATACTACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCCGTCTTTATAGATATG
CAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCC
TTCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGAAAGACAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAGCTACTCCTCTATATACCCAATGAGAGCTGGAGTCC
CTCAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTGTATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCT
TGCCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zorn4

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATATAAGCGATAATATATGGTATATA
GCACTAATCTTTAATGCTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAA
TGGCTGCTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAGCCGGAAGATGATCCTGAGTC
GTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCACACTTTCTAAATTATGGGAGAGACTTATTG
CCAATCGGATAAACGACATTATAAGACAAGGCAATATCTTGCCGGATCATCAATT
TGTATTTCGAAAGGGACACGGAACTATTGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACA
CATACTACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCCGTCTTTATAGATATG
CAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCC
TTCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGAAAGACAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAGCTACTCCTCTATATACCCAATGAGAGCTGGAGTCC
CTCAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTGTATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCT
TGCCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zorn7
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ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATATAAGCGATAATATATGGTATATA
GCACTAATCTTTAATGCTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAA
TGGCTGCTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAGCCGGAAGATGATCCTGAGTC
GTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCACACTTTCTAAATTATGGGAGAGACTTATTG
CCAATCGGATAAACGACATTATAAGACGAGGCAATATCTTGCCGGATCATCAATT
TGTATTTCGAAAGGGACACGGAACTATTGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACA
CATACTACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCCGTCTTTATAGATATG
CAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCC
TTCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGAAAGACAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAGCTACTCCTCTATATACCCAATGAGAGCTGGAGTCC
CTCAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTGTATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCT
TGCCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zorn8

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATATAAGCGATAATATATGGTATATA
GCACTAATCTTTAATGCTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAA
TGGCTGCTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAGCCGGAAGATGATCCTGAGTC
GTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCACACTTTCTAAATTATGGGAGAGACTTATTG
CCAATCGGATAAACGACATTATAAGACAAGGCAATATCTTGCCGGATCATCAATT
TGTATTTCGAAAGGGACACGGAACTATTGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACA
CATACTACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCCGTCTTTATAGATATG
CAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCC
TTCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGAAAGACAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAGCTACTCCTCTATATACCCAATGAGAGCTGGAGTCC
CTCAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTGTATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCT
TGCCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zorn9

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATATAAGCGATAATATATGGTATATA
GCACTAATCTTTAATGCTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAA
TGGCTGCTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAGCCGGAAGATGATCCTGAGTC
GTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCACACTTTCTAAATTATGGGAGAGACTTATTG
CCAATCGGATAAACGACATTATAAGACAAGGCAATATCTTGCCGGATCATCAATT
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TGTATTTCGAAAGGGACACGGAACTATTGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACA
CATACTACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCCGTCTTTATAGATATG
CAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCC
TTCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGAAAGACAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAGCTACTCCTCTATATACCCAATGAGAGCTGGAGTCC
CTCAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTGTATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCT
TGCCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zornl0

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATATAAGCGATAATATATGGTATATA
GCACTAATCTTTAATGCTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAA
TGGCTGCTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAGCCGGAAGATGATCCTGAGTC
GTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCCACACTTTCTAAATTATGGGAGAGACTTATTG
CCAATCGGATAAACGACATTATAAGACAAGGCAATATCTTGCCGGATCATCAATT
TGTATTTCGAAAGGGACACGGAACTATTGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACA
CATACTACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACGCCGTCTTTATAGATATG
CAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCC
TTCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGAAAGACAATTT
AAAATCACGGTGAGAAATAGCTACTCCTCTATATACCCAATGAGAGCTGGAGTCC
CTCAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTGTATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCT
TGCCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zind22

ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCNTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGG
TGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
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TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zind23

ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGG
TGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zind25

ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCGAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGG
TGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zind29
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ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGG
TGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zind34

ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAACTTAAAATCACGG
TGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCTATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zind35

ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
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TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT

CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGG

TGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zind31

ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGG
TGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zgab40

ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCCCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTTAAAATCACG
GTGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCA
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GTGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGA
TTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zgab33

ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGG
TGCGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zgab9

ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGG
TGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zgab2
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ATTTGTCATGCCACGCTCAAAGTTTTAACTATAAAAGCGATAATTTATATAGCACT
AATATTCAATGTTATTTTAAGGATCCAAGTGTTCCCAAGGCAGTGGAAACTGGCT
GTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGGAAACAAGAACTTGATCCTGAGTCGTATA
GGCCTATAACCCTCTTACCTTCCCTTTCCAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAAT
CGGATCAACGACAATATAAGACAAGGTAATATCTTGCCGGATCATCAATTTGGAT
TTAGAAAGGGACACGGCACTATAGAAAAGGTCCACAGACTGGTGAAACATATAT
TACAGGCTTTTGACGACTGCGAGTACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTT
CGACAAAGTATGGCATGTTGGATTATTATGCAAGATAAAGACCCTTCTACCTGCG
CCCTACTTCTGTATTTTTAAGTAATATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGG
TGAGAAATAATTACTCTTTTATATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCATAGGGCAG
TGTTCTCGGACCACTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTTCCCGAGAT
TCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidil

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
TCCAATGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidi2

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
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ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
TCCAATGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidi3

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
TCCAATGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidi4

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
TCCAATGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidi6

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
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ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAACATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
TCCAATGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidi7

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
TCCAATGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidi8

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
TCCAACGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidill
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ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
TCCAATGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidil2

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
TCCAATGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Zdavidil3

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATAATCTATATATCATA
GCACTAATCTTCAATGCTATTTTAAGGGTTCAAGTGTTCCCAAGACAGTGGAAAC
TGGCTGAGTCTTATCGGCCTATAAGTCTCTTACCCTCCCTTTCTAAATTATGGGAG
AGACTTAGTGCCAATCGGATCAACGACATAATAAGGCAAGGTAATATCTTCCCGG
ACCATCTATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCTTTTGACGACTACGAGTACTCCA
ACGCTGTCTTTAGAAATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGATT
ATTATGCAAGATAAAGACCCTCCCACCAGTACCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCAT
ATCTGGAAGAACGAGAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAACTACTCTTCTATATA
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TCCAATGAGAGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGGCCGCTACTATACTCC
TTGTACACTGCTGATATCCCTTGCCCGAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Ztubl

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTATGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTGCCGGATCATCAATTTGG
ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCC
CAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Ztub2

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTATGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTGCCGGATCATCAATTTGG
ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCC
AAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Ztub3
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ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTATGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTTCCGGATCATCAATTTGG
ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCA
CAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Ztub4

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTATGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTTCCGGATCATCAATTTGG
ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCA
CAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Ztub5

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTATGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTTCCGGATCATCAATTTGG



89

ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCA
CAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Ztub6

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTATGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTGCCGGATCATCAATTTGG
ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCGATGAGAGCTGGAGTCCCA
CAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Ztub7

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTATGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTGCCGGATCATCAATTTGG
ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCA
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CAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTGGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Ztub8

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTATGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTGCCGGATCATCAATTTGG
ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACTAAGTATGTCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCA
CAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Ztub9

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTACGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTGCCGGATCATCAATTTGG
ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACTAAGTATGTCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCA
CAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA
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>Ztub10

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTACCTATAAAAGCGATACTATATATAGCAC
TAATCTTTAATGCTATTTTAAGGGTCCCAGAGTACCCAAGACAGTGGAAACTGGC
TATTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGAAAACCAGAAGTTGATCTTGAGTCGTAT
AGGCCTATAAGCCTCTTAACCTCCCTTTCTAAATTACGGGAAAGACTTATTGCAA
ATCAGATCAACGACATTATATGACAAGGTAATACCCTGCCGGATCATCAATTTGG
ATTTCGAAAGGGACACGGCACTATAGAACAGGTCCACAGACTGGTGAAACATAT
ACTACAGGGTTTTGACGACTGCGAGTACTCCAACACTGTATTTACAGATATGCAA
CAAGCCTTCGACTAAGTATGTCATGTCGTATTATTATGCAAGATAAAGACACTTC
TACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAGTCATATCTAGAAGGACGAGAATTTAA
AATCACGGTGAGAAATACCTACTCTTCTGTATATCCAATGAGAGCTGGAGTCCCA
CAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATATTCCTTGTACACTGCTGATATCCCTTG
CCCGAGTTTCGAACACATGGCAGCACCAAACA

>Znigl

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTATCTATAAAAGCACTAATTTGCAATGCTAT
TTTAAGGGTCCAAGTGTGGAAACTGGCTGTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGG
AAGCCAGAAGTTGATCCTGAGTCGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCATCCCTTTC
TAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAATCGGATCAACGACATTGTAAGACAAGGT
AACATCTTGCCGGATCATGAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCGCTATAGAAC
AGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACGGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTC
CAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGA
TTATTATGCAAGGTAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATC
ATATCTGGAAGAACGATAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATA
TATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATACT
CCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAA
CA

>Znig2

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTATCTATAAAAGCACTAATTTGCAATGCTAT
TTTAAGGGTCCAAGTGTGGAAACTGGCTGTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGG

AAGCCAGAAGTTGATCCTGAGTCGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCATCCCTTTC
TAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAATCGGATCAACGACATTATAAGACAAGGT
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AACATCTTGCCGGATCATGAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCGCTATAGAAC
AGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACGGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTC
CAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGA
TTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATC
ATATCTGGAAGAACGATAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATA
TATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATACT

CCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAA

CA

>Znig3

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTATCTATAAAAGCACTAATTTGCAATGCTAT
TTTAAGGGTCCAAGTGTGGAAACTGGCTGTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGG
AAGCCAGAAGTTGATCCTGAGTCGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCATCCCTTTC
TAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAATCGGATCAACGACATTATAAGACAAGGT
AACATCTTGCCGGATCATGAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCGCTATAGAAC
AGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACGGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTC
CAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGA
TTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATC
ATATCTGGAAGAACGATAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATA
TATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATACT
CCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAA
CA

>Znig4

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTATCTATAAAAGCACTAATTTGCAATGCTAT
TTTAAGGGTCCAAGTGTGGAAACTGGCTGTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGG

AAGCCAGAAGTTGATCCTGAGTCGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCATCCCTTTC
TAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAATCGGATCAACGACATTATAAGACAAGGT
AACATCTTGCCGGATCATGAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCGCTATAGAAC
AGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACGGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTC
CAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGA
TTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATC
ATATCTGGAAGAACGATAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATA
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TATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATACT
CCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAA
CA

>Znigs

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTATCTATAAAAGCACTAATTTGCAATGCTAT
TTTAAGGGTCCAAGTGTGGAAACTGGCTGTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGG
AAGCCAGAAGTTGATCCTGAGTCGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCATCCCTTTC
TAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAATCGGATCAACGACATTATAAGACAAGGT
AACATCTTGCCGGATCATGAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCGCTATAGAAC
AGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACGGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTC
CAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGA
TTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATC
ATATCTGGAAGAACGATAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATA
TATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATACT
CCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAA
CA

>Znig6

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTATCTATAAAAGCACTAATTTGCAATGCTAT
TTTAAGGGTCCAAGTGTGGAAACTGGCTGTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGG
AAGCCAGAAGTTGATCCTGAGTCGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCATCCCTTTC
TAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAATCGGATCAACGACATTATAAGACAAGGT
AACATCTTGCCGGATCATGAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCGCTATAGAAC
AGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACGGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTC
CAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGA
TTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATC
ATATCTGGAAGAACGATAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATA
TATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATACT
CCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAA
CA

>Znig7
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ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTATCTATAAAAGCACTAATTTGCAATGCTAT
TTTAAGGGTCCAAGTGTGGAAACTGGCTGTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGG
AAGCCAGAAGTTGATCCTGAGTCGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCATCCCTTTC
TAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAATCGGATCAACGACATTATAAGACAAGGT
AACATCTTGCCGGATCATGAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCGCTATAGAAC
AGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACGGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTC
CAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGA
TTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATC
ATATCTGGAAGAACGATAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATA
TATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATACT
CCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAA
CA

>Znig8

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTATCTATAAAAGCACTAATTTGCAATGCTAT
TTTAAGGGTCCAAGTGTGGAAACTGGCTGTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGG
AAGCCAGAAGTTGATCCTGAGTCGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCATCCCTTTC
TAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAATCGGATCAACGACATTATAAGACAAGGT
AACATCTTGCCGGATCATGAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCGCTATAGAAC
AGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACGGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTC
CAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGA
TTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATC
ATATCTGGAAGAACGATAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATA
TATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATACT
CCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAATTTCGAACACATGGCAGCACCAAA
CA

>Znig9

ATTTGTCATGCCACGCTAAAGGTTTTATCTATAAAAGCACTAATTTGCAATGCTAT
TTTAAGGGTCCAAGAGTGGAAACTGGCTGTTATTTTGATGATCCACAAGCCTGGG

AAGCCAGAAGTTGATCCTGAGTCGTATCGGCCTATAAGCCTCTTACCATCCCTTTC
TAAATTATGGGAGAGACTTATTGCCAATCGGATCAACGACATTATAAGACAAGGT
AACATCTTGCCGGATCATGAATTTGGATTTCGAAAAGGACACGGCGCTATAGAAC
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AGGTCCACAGACTGGTGAAACATATATTACGGGCTTTTGACGACTGCGAGTACTC
CAACGCTGTCTTTATAGATATGCAACAAGCCTTCGACAAAGTATGGCATGTTGGA
TTATTATGCAAGATAAAGACCCTCCTACCTGCGCCCTACTTCTGTATTTTAAAATC
ATATCTGGAAGAACGATAATTTAAAATCACGGTGAGAAATAATTACTCTTCTATA
TATCCAATGACGGCTGGAGTCCCACAGGGCAGTGTTCTCGGACCGCTACTATACT
CCTTGTACACCGCTGATATCCCTTGCCCAAAATTCGAACACATGGCAGCACCAAA
CA
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Apéndice 2. Sequéncias do elemento BS em FASTA, obtidas dos amplificados da regido do

gene da transcriptase reversa.
>Zgab3

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGAAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATTCTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCCGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAG
CAGATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTC
CCTGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zgab4

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATGCCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGAAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACCTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAAAA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTATTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATACTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGC



97

AGATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCGTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGTAGGG

>Zgab5

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTTCAAACGCCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTGGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGTCAGCACGAGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAGAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTAGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTTGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGAAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACCTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTATTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATACTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGC
AGATATAGTGATAGACTTAGACGACACCACAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zgabl

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCGCTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGGAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCGTAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGATTGCCCATTCTATGTGCGTGGCACTACCTTG
CACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGCA
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GATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTCCC
TGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zgab6

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGAAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATTCTATGTGCGTGGCACTACCTTG
CACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGCA
GATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTCCC
TGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>7Zsep2

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTGCCCTGCCCAAACGCCTGTCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGATATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTTGCAACGAGGCGGCACGGGGTCTCCAACAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAAATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACCTTGAAGACCTTAATTCCCACTACCGCACCCATAGTATTG
GAAGGTGTAATACTAGATCAACCTTTACAGGCTAAGTACCTCGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGATCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGATGGCTGATAAACAGAAAAAGCACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCGTGGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAGCCGCATACAGGTATTGTAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACGGACTGCCCATTTTATGTACGTGGCACTACCCTT
CACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAACAGATCTCCAGGCACACCAGCA
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GATATAGTGATAGACTCAGACGACACCGCAGTATACTTGCTAGACGCTTACTCCC
TGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>7sep3

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGAAGATCTGTCCTGCCCAAACGCCTGTCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGTTGATGATATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTTGCAACGAGGCGGCACGGGGTCTCCAACAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACCTTGAAGACCTTAATTCCCACTACCGCATCCATAGTATTG
GAAGGTGTAATACTAGATCAACCTTTACAGGCTAAGTACCTCGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGATGGCTGATAAACAGAAAAAGCACCATGTCACTGAG
ATCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCGAGGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAGCCGCATACAGGTATTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACGGACTGCCCATTTTATGTACGTGGCACTACCCTT
CACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAACAGATCTCCAGGCACACCAGCA
GATATAGTGATAGACTCAGACGACACCGCAGCATTCTTGCTAGACGCTTACTCCC
TGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGTAGGG

>Zsepd

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTGCCCTGCCCAAACGCCTGTCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGATATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTTGCAACGAGGCGGCACGGGGTCTCCAACAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAAATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACCTTGAAGACCTTAATTCCCACTACCGCACCCATAGTATTG
GAAGGTGTAATACTAGATCAACCTTTACAGGCTAAGTACCTCGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGATCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGATGGCTGATAAACAGAAAAAGCACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCGTGGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAGCCGCATACAGGTATTGTAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACGGACTGCCCATTTTATGTACGTGGCACTACCCTT
CACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAACAGATCTCCAGGCACACCAGCA
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GATATAGTGATAGACTCAGACGACACCGCAGTATACTTGCTAGACGCTTACTCCC
TGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGTAGGG

>Zsep5

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTGCCCTGCCCAAACGCCTGTCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGATATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTTGCAACGAGGCGGCACGGGGTCTCCAACAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAAATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACCTTGAAGACCTTAATTCCCACTACCGCACCCATAGTATTG
GAAGGTGTAATACTAGATCAACCTTTACAGGCTAAGTACCTCGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGATCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGATGGCTGATAAACAGAAAAAGCACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCGTGGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAGCCGCATACAGGTATTGTAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACGGACTGCCCATTTTATGTACGTGGCACTACCCTT
CACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAACAGATCTCCAGGCACACCAGCA
GATATAGTGATAGACTCAGACGACACCGCAGTATACTTGCTAGACGCTTACTCCC
TGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>7sep6

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGAAGATCTGTCCTGCCCAAACGCCTGTCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGTTGATGATATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTTGCAACGAGGCGGCACGGGGTCTCCAACAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACCTTGAAGACCTTAATTCCCACTCACCGCATCCATAGTATT
GGAAGGTGTAATACTAGATCAACCTTTACAGGCTAAGTACCTCGGGATTACCCTT
GATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATC
AAAGGATGCAACAACTGCGATGGCTGATAAACAGAAAAAGCACCATGTCACTGA
GATCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCGAGGCCCCGATCTGGCTGTACGGAAT
ACAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAGCCGCATACAGGTATTGCAA
AATCGTGCCATGCGTGCAATTACGGACTGCCCATTTTATGTACGTGGCACTACCCT
TCACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAACAGATCTCCAGGCACACCAGC
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AGATATAGTGATAGACTCAGACGACACCGCAGCATTCTTGCTAGACGCTTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGTAGGG

>7sepb

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTGCCCTGCCCAAACGCCTGTCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGATATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTTGCAACGAGGCGGCACGGGGTCTCCAACAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACCTTGAAGACCTTAATTCCCACCACCGCACCCATAGTATTG
GAAGGTGTAATACTAGATCAACCTTTACAGGCTAAGTACCTCGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGATCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGATGGCTGATAAACAGAAAAAGCACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCGTGGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAGCCGCATACAGGTATTGTAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACGGACTGCCCATTTTATGTACGTGGCACTACCCTT
CACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAACAGATCTCCAGGCACACCAGCA
GATATAGTGATAGACTCAGACGACACCGCAGTATACTTGCTAGACGCTTACTCCC
TGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zind2

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGAAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATTCTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCTGTATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGC
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AGATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAACGAGATTAAAAAGGTAGGG

>Zind3

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCCACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGAAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATTCTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCTGTATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGC
AGATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAACGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zind4

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAACGCCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CTAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGAAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATTCTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGC
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AGATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATACTTGCTAGACGCTTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zind5

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTCCAACAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGAAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATTCTATGTGCGTGGCACTACCTTG
CACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGCA
GATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTCCC
TGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zind6

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAGTTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CTAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGAAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATTCTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGC
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AGATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATACTTGCTAGACGCTTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zafr2

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATGCCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTTAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGGAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGCGCATACAGGTTTTGCAAA
ATTGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCGTACTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGC
AGATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zafrd

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATGCCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAACCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTGCAGGCAATGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGGAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATTTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGTGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATACTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGC
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AGATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zafrl

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATGCCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAACCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCAATGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCA
AAGGATGCAACAACTGCGTTGGCTGATAAACAGGAAAAGTACCATGTCACTGAG
AGCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCATAGCCCCGATTTGGCTGTACGGAATA
CAGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAATTACAAGTGCATACAGGTTTTGCAAA
ATCGTGCCATGCGTGCAATTACAGACTGCCCATACTATGTGCGTGGCACTACCCT
GCACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAGCAGATCTCCAGGCACACCAGC
AGATATAGAGATAGACTTAGACGACACCAAAGTATGCTTGCTAGACGCTTACTCC
CTGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGAAGGG

>Zafr9

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTGCCCTGCCCAAACGCCTGTCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGATATCGCACTGCTG
TACAGCTCCAATTGTTGCAACGAGGCGGCACGGGGTCTCCAACAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAACCAC
CAATCCCTGCTTCACCTTGAAGACCTTAATTCCCACTACCGCACCCATAGTATTGG
AAGGTGTAATACTAGATCAACCTTTACAAGCTAAGTACCTCGGGATTACCCTTGA
TAAACGACTGACTTTCGGCCCGCACCTGAAAGCTACGGCTCGGAGATGCTATCAA
AGGATGCAACAACTGCGATGGCTGATAAATAGAAAAAGCACCATGTCACTGAGA
GCCAAAAGAGCAGTCTACGTCCACTGCGTAGCCCCGATCTGGCTGTACGGAATAC
AGGTCTGGGGTATTTCTGCAAAATCCAACTACAACCGCATACAGGTATTGCAAAA
TCGTGCCATGCGTGCAATTACGGACTGCCCATTTTATGTACGTGGCACTACCCTTC
ACCGTGATCTGAATCTCCATACAGTGGAAGAACAGATCTCCAGGCACACCAGCA
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GATATAGTGATAGACTCAGACGACACCGCAGTATACTTGCTAGACGCTTACTCCC
TGCTAGGCCTCTAAGGAGATTAAAAAGGTAGGG

>Afrl10

CCGTTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATGCCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTAGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTTAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAATTG
GAAGGTGTAATTCTAGATCAGCCTTTACAGGCTAAGTACCTTGGGATTACCCTTG
ATAAACGTCTGACTTCC

>Zdavl

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAGCTG
GAAGGAA

>Zdav6

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAGCTG
GAAGGAA

>Zornl

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAATACCTGTCATAT
GGTAAATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTACGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
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CACTGGCTGCATGGCGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAGCTG
GAAGGAA

>7Zorn2

CCGCTGCTCTACTCAGTATTTACTGCAGATCTTCCCTGTCCAAACGCCTATCATAT
GGTAGATCCCAGGAAGGCCCTACTTGCTCCGTACGCTGATGACATCGCACTGTTG
TACAGCTCTAATTGTCGCAACGAGGCAGCACGGGGTCTACAAGAGTACCTCACCA
CACTGGCTGCATGGTGCAAAAGATGGAATTTAAAGGTCAATCCACAAAAGACCA
CCAATCCCTGCTTCACTTTGAAGACCTTAATTCCAATTACTGCACCCATAGAGCTG
GAAGGAA
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Figura 1 do material suplementar. Arvore filogenética das sequéncias do elemento Helena em Zaprionus
(vermelho) e no subgrupo melanogaster de Drosophila (azul), e Drosophila asiaticas (preto). A historia evolutiva
foi inferida pelo método ML, usando como modelo de substituicdo a Kimura 2-parametros. As analises evolutivas
foram realizadas no programa MEGAT.
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Figura 2 do material suplementar. Arvore filogenética das sequéncias do elemento BS em Zaprionus (vermelho)
e no subgrupo melanogaster de Drosophila (azul), e Drosophila asiaticas (preto). A histéria evolutiva foi inferida
usando o método ML, usando como modelo de substituicdo a Kimura 2-parametros. As analises evolutivas foram

realizadas no programa MEGAY.
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