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RESUMO

A despeito de ter sido intensivamente estudado, muitas das questdes sobre o processo de
especiagdo ainda permanecem sem respostas, principalmente em relacdo as alteragdes
genéticas que conduzem ao isolamento reprodutivo. Neste trabalho foram analisados dois
genes candidatos a genes de especiacao, fruitless (fru) e Odysseus (OdsH), em duas espécies
cactofilicas estreitamente relacionadas de Drosophila, D. mojavensis ¢ D. arizonae, que
divergiram de um ancestral comum a menos que 1 milhdo de anos atras. O gene fru exerce um
papel predominante na especificagdo do potencial para o comportamento sexual de machos de
Drosophila, podendo influenciar no isolamento reprodutivo pré-zigético. O gene OdsH, que
contém um homeodominio que sofreu rapida evolugdo no subgrupo melanogaster, associa-se
a esterilidade hibrida em Drosophila. Foram amplificados e sequenciados fragmentos destes
genes em quatro linhagens de D. mojavensis e duas de D. arizonae e realizadas analises de
diversidade, testes de selegdo e andlises filogenéticas. Ambos os genes apresentaram baixa
diversidade entre as sequéncias das duas espécies, o que estd de acordo com a divergéncia
recente entre elas. Os testes de selecdo realizados para as sequéncias de ambos os genes
revelaram que os fragmentos analisados estdo sob selecao purificadora, o que estd de acordo
com dados em outras espécies de Drosophila considerando o gene fru, mas ¢ diferente do
observado no subgrupo melanogaster para o gene OdsH, onde o gene mostra sinal de sele¢ao
positiva. As relacdes filogenéticas reconstruidas para as sequéncias dos dois genes, bem como
redes de haplotipos permitiram fazer inferéncias sobre a historia evolutiva das espécies e suas
populagdes. Analises de Neighbor Joining e de Maxima Verossimilhanga agruparam todas a
sequéncias de D. mojavensis em um clado monofilético, como também as sequéncias de cada
uma de suas linhagens corroborando a classificagdo de subespécies para as populagdes em que
foram coletedas. Contudo, a monofilia de D. arizonae dependeu do método de reconstrugao
filogenética, também em concordancia com dados da literatura. Adicionalmente, as relagdes
entre as sequéncias reconstruidas pelo programa Network permitiu formular uma hipotese de
especiagao peripatrica, alternativa as existentes para a origem de D. mojavensis a partir de seu

ancestral comum com D. arizonae.

PALAVRAS-CHAVE: Drosophila. fruitless. Odysseus. Especiagdo. Isolamento reprodutivo.



ABSTRACT

Despite having been intensively studied, many questions about the process of speciation
remain unanswered, especially regarding genetic changes that lead to reproductive isolation.
In this study we analyzed two genes candidates for speciation genes, fruitless (fru) and
Odysseus (OdsH) in two closely related cactophilic Drosophila species, D. mojavensis and D.
arizonae, which diverged from a common ancestor less than 1 million years ago. The fru gene
plays a predominant role in the specification of the potential for sexual behavior of
Drosophila male, thus influencing the pre-zygotic isolation. OdsH, a gene with a
homeodomain that has undergone rapid evolution in the melanogaster subgroup of species,
has been associated to hybrid sterility in Drosophila. Sequences of these two genes, known to
be variable in Drosophila and other insects, were amplified and sequenced in four strains of
D. mojavensis and two of D. arizonae. Analyses of diversity, selection tests and phylogenetic
analyses were performed. Both genes show low diversity between the sequences from the two
species, which is consistent with the recent divergence between them. The selection tests
performed for the sequences showed that the fragments analyzed of both genes are under
purifying selection, which is consistent with data in other Drosophila species considering the
fru gene, but is different from data for OdsH in species of the subgroup melanogaster, in
which is under positive selection. Phylogenetic relationships reconstructed for the sequences
of the two genes, as well as networks of haplotypes allowed to make inferences about the
evolutionary history of species and populations. Analyzes of Neighbor Joining and Maximum
Likelihood clustered all the sequences of D. mojavensis in a monophyletic clade, as well as
the sequences of each of its strains, reinforcing the classification of subspecies for the
populations from where they were colected. However, the monophyly of D. arizonae
depended on the method of phylogenetic reconstruction, also in agreement with literature.
Additionally, the relationships between the sequences reconstructed by Network allowed
formulate an alternative hypothesis to the existing ones, of peripatric speciation of D.

mojavensis from their common ancestor with D. arizonae.

KEY WORDS: Drosophila. fruitless. Odysseus. Speciation. Reproductive isolation.
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1. Introducao

A evolucdo do isolamento reprodutivo entre diferentes populacdes, resultando em
especiacdo, pode ser considerada um dos eventos chave na evolucdo dos organismos.
Entender as bases genéticas da especiacdo e as forgas responsaveis por sua origem ¢ um dos
objetivos da Biologia Evolutiva. Contudo, as alteracdes génicas € os mecanismos que levam a
evolucdo do isolamento reprodutivo permanecem, em grande parte, desconhecidos,
principalmente a relagdo entre os genes envolvidos com o processo, bem como o tipo de
seleg¢do atuante sobre os mesmos (NOSIL; SCHLUTER, 2011; SCHLUTER, 2009).

A evolugdo do isolamento reprodutivo pode incluir a agdo de fatores que impedem o
cruzamento ou a formacao de zigotos entre populacdes divergentes - isolamento pré-zigotico -
ou se dar por fatores que agem apos a fertilizagdo, ocasionando esterilidade ou reducao da
viabilidade dos descendentes hibridos - isolamento pos-zigotico (COYNE, 2001;
DOBZHANSKY, 1937). Entender a contribui¢do de diferentes componentes do isolamento
reprodutivo € uma questdo crucial para a compreensdo do processo de especiacdo. Neste
contexto, identificar os genes envolvidos no isolamento e estudar seus efeitos nas
caracteristicas dos organismos relacionadas ao acasalamento ou ao desenvolvimento ¢
fundamental para entendermos os fatores envolvidos na origem de novas espécies. Avangos
nessa area tém sido obtidos nos ultimos anos, a medida que dados gendmicos foram sendo
disponibilizados, bem como estudos de evolucdo molecular tém permitido identificar e
caracterizar alguns dos genes envolvidos com o isolamento reprodutivo (ORR; MASLY;
PRESGRAVES, 2004).

Apesar de ser aceito atualmente que o isolamento reprodutivo seja uma caracteristica
multigénica, alguns autores tém sugerido a existéncia de genes especificos presumivelmente
envolvidos na origem deste isolamento (ANDRES; MAROJA; HARRISON, 2008; NOSIL;
SCHLUTER, 2011; ORR; MASLY; PRESGRAVES, 2004). Tais candidatos a “genes de
especiagdo”, frequentemente relacionados a reprodu¢do, mostram altas taxas de divergéncia
quando comparados as de genes constitutivos ndo relacionados a reproducdo. Essa maior
divergéncia seria decorrente de selegdo positiva mediada por selecdo sexual e/ou conflito
sexual (CLARK; SWANSON, 2005; GERRARD; MEYER, 2007; SWANSON; VACQUIER,
2002; SWANSON et al., 2004). Dentre os candidatos a genes de especiagdo em Drosophila
podemos destacar os genes fruitless (fru) e Odysseus (OdsH).
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1.1. O gene fruitless

Espécies do género Drosophila tém sido largamente utilizadas em estudos evolutivos
e, particularmente, Drosophila melanogaster ¢ desde muito tempo o principal organismo
modelo para estudos de especiacdo. O comportamento de corte de Drosophila é largamente
inato, e inclui uma série de comportamentos ordenados envolvendo estimulos visuais,
olfatorios, gustativos, auditivos e tateis, os quais permitem o reconhecimento entre machos e
fémeas e possibilitam o progresso da corte (DICKSON, 2008; KIMURA et al., 2008;
VILLELLA; HALL, 2008). O comportamento do macho em D. melanogaster ¢ um dos
principais modelos biologicos utilizados para entender a corte em espécies do género. Tal
comportamento ¢ geneticamente dependente de dois genes que codificam proteinas terminais
em uma cadeia hierarquica de determinagdo do sexo: fruitless (fru) e doublesex (dsx). Juntos,
esses dois genes coordenam o desenvolvimento de quase todos os aspectos sexuais somaticos,
incluindo o potencial para comportamento sexual do macho (BAKER; TAYLOR; HALL,
2001; DICKSON, 2008; PAN; ROBINETT; BAKER, 2011).

O gene fru apresenta quatro regides principais (Figura 1): dominio sexo especifico,
dominio de dimerizagdo (BTB), regido conectora e dominio de ligagdo ao DNA - zinc-finger
(DEMIR; DICKSON, 2005). Esse gene se caracteriza por produzir um conjunto de transcritos
diferentes, via splicing alternativo, tanto sexo especificos, como independentes do sexo. Os
transcritos sexo especificos, bem como aqueles ndo relacionados ao sexo, sdo produzidos a
partir de quatro promotores (P1 a P4), mas as variantes sexo especificas sdo originadas
somente a partir de P1. Além disso, splicing alternativo na extremidade 3’ promove a sintese
de um conjunto complexo de transcritos (ANAND et al.,, 2001; BERTOSSA; VAN DE
ZANDE; BEUKEBOOM, 2009; GAILEY et al., 2006; SONG et al., 2002)
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Figura 1. Estrutura e padrdo de splicing do gene fru em D. melanogaster. Os transcritos de P1 sdo
sexo especificos, resultando em isoformas macho especificas (em amarelo) ¢ a inclusdo de um codon
de parada em transcritos fémea especificos. Splicing alternativo na extremidade 3’ produzem
diferentes transcritos com diferentes dominios de ligagdo ao DNA (A, B, C e D). Os exons C1-C5 sdo
comuns para todos os transcritos, exceto para o transcrito contendo o éxon D; P1-P4: promotores.
(adaptado de Parker et al., 2013).

A ativagdo de neurdnios que desencadeiam o comportamento de corte no macho esta
associada a expressdo do gene fru nessas células (PAN; ROBINETT; BAKER, 2011).
Mutantes fru apresentam disfuncdo no comportamento de corte e na orientagdo sexual, sendo
que alguns alelos com mutacdes de grandes efeitos podem resultar na perda total do
comportamento de corte, enquanto outros causam diversas disfun¢des em passos especificos
desse comportamento (ANAND et al., 2001; LEE; HALL, 2001; RYNER et al., 1996).
Contudo, tais mutantes sdo normais em relagdo a comportamentos ndao sexuais (BAKER;
TAYLOR; HALL, 2001). Tais dados sugerem que fru seja necessario para o comportamento
sexual do macho (DEMIR; DICKSON, 2005).

Resultados em diferentes insetos tém mostrado que a regido N-terminal e a regido
conectora sdo as que apresentam os maiores graus de divergéncia dentro da sequéncia génica
de fru, o que sugere que possam estar associadas ao comportamento de corte (BERTOSSA;
VAN DE ZANDE; BEUKEBOOM, 2009; GAILEY et al., 2006). Além disso, Sobrinho e
Brito (2010) demonstraram em espécies da mosca-das-frutas Anastrepha que alguns cddons
da regido conectora de fru evoluiram sob selecdo positiva, sugerindo uma evolucao adaptativa
que possa estar relacionada a selecao sexual e/ou conflito resultante de seu envolvimento com
o comportamento sexual do macho.

Em Drosophila, o gene fru apresenta grande conservag¢do, embora o grau dessa
conservagdo seja diferente ao longo do gene. Por exemplo, enquanto o dominio BTB ¢
altamente conservado, apresentando alta identidade entre as espécies, a regido conectora

apresenta maior divergéncia (PARKER et al., 2013). Comparando sequéncias de fru em 18
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espécies de Drosophila, Parker et al. (2013) demonstraram que a totalidade da regido
codificante do gene evoluiu sob a¢do de sele¢do purificadora, embora tenham encontrado
indicios de selecdo positiva em coédons do dominio zinc-finger, diferentemente dos resultados

encontrados no género Anastrepha (SOBRINHO; BRITO, 2010).

1.2. O gene Odysseus

O gene OdsH esta localizado no cromossomo X ¢ é formado por quatro éxons, dos
quais os éxons 2 e 3 contém um dominio homeobox (Figura 2). Odysseus foi primeiramente
identificado como um dos genes responsaveis pela esterilidade hibrida de machos em
cruzamentos envolvendo Drosophila mauritiana e Drosophila simulans. Em D.
melanogaster, OdsH codifica para um transcrito testiculo especifico que pode ser detectado
nos estagios iniciais da espermatogénese. A perda de expressdo de OdsH ocasiona defeitos na
fertilidade, possivelmente por afetar a espermatogénese (LU et al., 2010; SUN; TING; WU,
2004). Entre as anormalidades destacam-se reducdo do numero de células da linhagem
germinativa, incluindo espermatogdnias e espermatdcitos, como observado em machos
mutantes nulos para esse gene (CHENG et al., 2012). Como a introgressao de um alelo de
OdsH de D. mauritiana em um background de D. simulans resultou em perda de expressao do
gene e ocorréncia de esterilidade no macho hibrido, os autores sugeriram que esse gene

estivesse relacionado ao isolamento pos-zigotico (TING et al., 1998, 2004).

5" 3

—a— | |

Exonl Exon2 Exon3 Exond

[[] Homeodominio

Figura 2. Esquema do gene OdsH de acordo com Ting et al. (1998). O gene ¢ constituido por quatro
éxons, contendo o homeodominio (azul), o qual apresenta alta divergéncia entre as espécies do
subgrupo melanogaster em Drosophila.

O gene OdsH surgiu ha aproximadamente 5 milhdes de anos atrds, a partir da

duplicacdo de seu ancestral unc-4, um gene que codifica um fator de transcricdo que apresenta
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funcdo somatica no tecido nervoso (TING et al., 2004). Consideravel divergéncia tem sido
observada entre sequéncias de OdsH em espécies do complexo melanogaster (D.
melanogaster, D. simulans, D. mauritiana) do subgrupo melanogaster de Drosophila,
especialmente dentro do homeodominio do gene. Esse dominio apresenta taxas de
substituicdo na sequéncia de aminoacidos muito mais elevadas do que seus ortélogos em
outros organismos. Uma vez que homeodominios sdo conhecidamente uma familia
conservada de fatores de transcrigcdo, os quais regulam padroes de desenvolvimento, a rapida
evolugdo de OdsH tem sido atribuida a aquisi¢ao de novas fungdes nos testiculos (TING et al.,
1998).

A andlise do processo seletivo atuante no gene fru, relacionado ao comportamento
sexual do macho, e no gene OdsH, relacionado a esterilidade do hibrido, pode propiciar
melhor compreensdao dos processos evolutivos relacionados ao isolamento reprodutivo.
Assim, este trabalho teve por objetivo analisar esses dois genes em duas espécies irmas do
grupo repleta de Drosophila - Drosophila mojavensis Patterson e Crow, 1940, e Drosophila

arizonae Ruiz, Heed e Wasserman, 1990, ainda ndo estudadas sob esses aspectos.

1.3. As espécies D. mojavensis e D. arizonae

Drosophila mojavensis e D. arizonae sdo espécies cactofilicas endémicas de areas
aridas do sudoeste dos Estados Unidos e México. Pertencentes ao complexo mulleri do grupo
repleta do subgénero Drosophila as duas espécies apresentam algumas caracteristicas que as
tornam um par de espécies adequado para o estudo do processo de especiagdo. Além de terem
divergido a ndo mais que 0,99-0,66 milhdes de anos (REED; NYBOER; MARKOW, 2007),
essas espécies apresentam variacdo no grau de isolamento reprodutivo pré e pds-zigotico.
Embora ndo tenha sido encontrada evidéncia de que possam ser formados hibridos na
natureza, esse isolamento incompleto tem sido observado em laboratorio (JENNINGS;
ETGES, 2010; MACHADO et al., 2007; RUIZ; HEED; WASSERMAN, 1990).

A distribuicdo das espécies ¢ parcialmente sobreposta originando populagdes
alopatricas e simpatricas (Figura 3), Drosophila arizonae pode ser encontrada no sudoeste do
Novo México, sul do Arizona até o sul do Deserto de Sonora, por todo o oeste e sudeste do
México até a Guatemala e possivelmente na Baja California (México). Populagdes de D.

mojavensis, por outro lado, sao encontradas no Deserto de Mojave no sul da Califérnia, na
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ilha de Santa Catalina (costa da Califérnia), no Deserto de Sonora, ao sul da Califérnia (EUA)
e na Baja Califérnia (México), como também na costa de Sonora e Sinaloa (México), onde
ocorre em simpatria com D. arizonae (MARKOW; HOCUTT, 1998; MARKOW;
O’GRADY, 2006; REED; NYBOER; MARKOW, 2007; RUIZ; HEED, 1988;
WASSERMAN; KOEPFER, 1977).

Drosophila mojavensis apresenta diferenciacdo genética, comportamental, ecoldgica e
morfologica que levaram Pfeiler et al. (2009) a dividir suas populagdes em quatro subespécies
(Figura 3): D. mojavensis mojavensis, encontrada no Deserto de Mojave; D. mojavensis
wrigleyi, encontrada exclusivamente na ilha de Santa Catalina, na costa da California; D.
mojavensis sonorensis, encontrada no Deserto de Sonora no México e no sul do Arizona e D.
mojavensis baja, encontrada na peninsula de Baja Califérnia (FELLOWS; HEED, 1972;
MARKOW; HOCUTT, 1998; RUIZ; HEED, 1988).

. D. mojavensis mojavensis
I_—_l D. mojavensis wrnigley
I:I D. mojavensis baja

. D. mojavensis sonorensis
[:I D. arizonae

[ ]Regido de simpatria N M

-----------

.
Fassesumaae

Figura 3. Distribuicdo geografica das espécies D. mojavensis e D. arizonae. As populagdes
geograficas de D. mojavensis tém sido consideradas como subespécies diferentes (Adaptado de
Markow & Hocutt, 1998).

As quatro principais regidoes onde as subespécies de D. mojavensis podem ser

encontradas estdo isoladas por areas onde ndo ocorrem plantas hospedeiras (REED et al.,
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2007), o que potencialmente reduz o fluxo génico. Cada subespécie utiliza predominante ou
exclusivamente um tipo de cacto hospedeiro local (FELLOWS; HEED, 1972; JENNINGS;
ETGES, 2010; MARKOW; HOCUTT, 1998; RUIZ; HEED, 1988). Drosophila. mojavensis
sonorensis utiliza principalmente o cacto “6rgao de tubo” (Stenocereus thurberi); D.
mojavensis mojavensis utiliza o “cacto-barril” (Ferocactus cylindraceus), D. mojavensis
wrigleyi utiliza o cacto do tipo “pera-espinhosa” (Oppuntia spp.) € D. mojavensis baja utiliza
exclusivamente o cacto “agria” (S. gummosus), apesar da presenca de todos os outros cactos
utilizados pelas outras subespécies (MARKOW e HOCUTT, 1998; REED et al., 2007; RUIZ
e HEED, 1988). Estes cactos diferem em composi¢do quimica e podem estar desempenhando
papel importante na divergéncia de D. mojavensis (REED et al., 2007).

Dois tipos de evidéncias genéticas apontam para duas origens distintas para D.
mojavensis € D. arizonae a partir de um ancestral comum: andlises de marcadores
moleculares ¢ de inversdes cromossomicas. Dados provenientes da analise de inversoes
cromossomicas (RUIZ; HEED; WASSERMAN, 1990) e de sequéncias do gene Adh
(MATZKIN; EANES, 2003) suportam a hipotese de que D. mojavensis e D. arizonae
especiaram como populacdes alopatricas separadas pelo Golfo da California: a populacdo da
Peninsula de Baja teria dado origem a D. mojavensis, € a populacdo do continente teria
originado D. arizonae. Embora seja um risco fundamentar hipdteses de origem de uma
espécie pela distribuicdo de plantas hospedeira, ja& que suas distribuicdes atuais sao
dependentes de eventos historicos, a ocorréncia do cacto “agria”, de preferéncia de D.
mojavensis, apenas na Baja California, além dos outros trés tipos de hospedeiros, secundarios
na preferéncia, pode ser usada como suporte da hipdtese de origem de D. mojavensis nessa
regido (JOHNSON 1980; HEED 1982, apud REED et al. 2007).

Reconstrugdes filogenéticas baseadas em sequéncias do gene mitocondrial que
codifica para a enzima citocromo oxidase 1 (COI) propiciam um cenario diferente do acima
exposto, que nao suporta a origem de D. mojavensis na Baja Califérnia. Para Reed et al.
(2007), a explicacao mais plausivel para a origem de D. mojavensis ¢ que tenha ocorrido no
continente com uma linhagem inicial colonizando o deserto de Mojave e outra o Deserto de
Sonora, com posterior dispersdo para Peninsula Baja a partir do Deserto de Sonora. Quanto a
origem de D. arizonae os autores argumentam que se D. mojavensis divergiu no continente,
as duas espécies teriam divergido simpatricamente ou D. arizonae teria divergido em outro
lugar ainda nao determinado.

Como citado anteriormente, as populacdes de D. mojavensis sdao diferenciadas

geneticamente o que levou a caracteriza-las como quatro subespécies (D. m. mojavensis, D.
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m. wrigleyi, D. m. baja ¢ D. m. sonorensis). Existe um isolamento sexual incipiente entre
essas populagdes, assimétrico encontrado principalmente entre D. mojavensis sonorensis e D.
mojavensis baja. Especificamente, fémeas do Deserto de Sonora discriminam negativamente
machos provenientes da Baja Califéornia. Apesar de nao ter sido observado qualquer
isolamento pos-zigotico entre populacdes de D. mojavensis, a divergéncia interpopulacional
em diversas caracteristicas, tais como tempo de desenvolvimento e tamanho do térax
(ETGES, W.; HEED, 1987; ETGES, W. J., 1993), sugere que a diferenciagdo genética entre
as populagdes pode ser, de fato, extensa (MARKOW; HOCUTT, 1998).

Drosophila arizonae ndo tem sido extensivamente estudada como D. mojavensis no
que refere as relagcdes genéticas entre diferentes populagdes ou isolamento reprodutivo
intraespecifico incipiente. Machado et al. (2007), contudo, encontraram forte evidéncia de
estruturacdo genética entre diferentes populacdes de D. arizonae, em andlises de sequéncias
de multiplos locos nucleares. Além disso, hd também evidéncia filogenética, baseada em
sequéncias de DNA mitocondrial (gene Col) apontando para uma divisdo entre populacdes do
noroeste do México e sudoeste dos Estados Unidos das populagdes do sul do México (REED;
NYBOER; MARKOW, 2007).

A recente divergéncia, aliada a diferenciagdo genética entre populagdes, e a
distribuicao parcialmente sobreposta das duas espécies tornou D. mojavensis € D. arizonae
um excelente par de espécies para estudos de especiacdo, o qual tem sido foco de varias
pesquisas relacionadas ao isolamento reprodutivo. Estas espécies apresentam isolamento pré e
pos-zigobtico forte, porém incompleto, e em laboratorio pelo menos alguns hibridos adultos
conseguem atingir a idade adulta (BONO; MARKOW, 2009; JENNINGS; ETGES, 2010;
KELLEHER; MARKOW, 2007; REED et al., 2008; WASSERMAN; KOEPFER, 1977).

O deslocamento de carater reprodutivo entre estas espécies foi demonstrado
primeiramente por Wasserman e Koepfer (1977), que mediram o grau de discriminagdo entre
populagdes alopatricas e simpatricas: populagdes de D. mojavensis e D. arizonae em
simpatria apresentaram maior grau de isolamento do que populagdes alopatricas. Isto
evidencia reforco do isolamento entre as populagdes simpatricas, que atuaria aumentando o
isolamento pré-zigotico. Estudos subsequentes demonstraram que o isolamento reprodutivo
total (isolamento pré-zigdtico e isolamento pds-zigético) entre linhagens simpatricas ¢ grande,
e tem sido suficiente para manter a integridade das espécies na natureza, uma vez que nao ha
evidéncia de introgressdo recente entre as espécies (BONO; MARKOW, 2009; MACHADO
etal., 2007; REED et al., 2007).
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Os dados acima apresentados indicam que as duas espécies encontram-se em
diferentes etapas do processo de divergéncia. Sabendo-se que a selecdo positiva ¢ um dos
fatores associados a diferenciagdo de populacdes, e que genes de especiagdo sao marcadores
por exceléncia para se estudar diferenciacdo intra e interespecifica, neste estudo utilizamos
dois deles - firu e OdsH - para avaliar o grau de divergéncia e o processo seletivo atuante, na

diversificacao das subespécies de D. mojavensis e populacdes de D. arizonae.
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2. Objetivos

O objetivo geral desse trabalho foi analisar a diferenciacdo interpopulacional e
interespecifica de D. mojavensis e D. arizonae utilizando os genes fru ¢ OdsH, bem como

investigar a natureza do processo seletivo atuante nessa diferenciacao.

Objetivos Especificos:
I.  Avaliar o grau de diversidade genética entre as populacdes e espécies por meio de
indices de diversidade nucleotidica e haplotipica.
II.  Testar a hipdtese de acdo de seleg@o positiva atuante na divergéncia interpopulacional
e interespecifica.
III.  Reconstruir as relacdes filogenéticas intra e interespecificas entre as sequéncias

amplificadas.



MATERIAL E METODOS
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3. Material e Métodos

3.1. Material Bioldgico

As linhagens das espécies D. mojavensis e D. arizonae utilizadas no presente trabalho
foram obtidas a partir de colegdes do “UC San Diego Drosophila Stock Center”

(https://stockcenter.ucsd.edu/info/welcome.php) (Tabela 1). As linhagens estdo sendo

mantidas em frascos de vidro em camara fechada com temperatura ¢ iluminagao controlada
em meio de cultura contendo 4gar, extrato de levedura, meio de cactos e fungicida. As
linhagens foram escolhidas com base em estudos que identificaram as areas de alopatria e
simpatria das duas espécies (veja Figura 3), bem como pelo grau de diferenciagdo genética e
isolamento reprodutivo das diferentes populagdes (ETGES, W. J.; TRIPODI, 2008;
JENNINGS; ETGES, 2010; KOEPFER, 1987; MARKOW, 1981; PFEILER et al., 2009;
WASSERMAN; KOEPFER, 1977).

Tabela 1. Linhagens de D. mojavensis e de D. arizonae utilizadas no estudo.

Ano da
Espécie Linhagem Local da Coleta Coleta Simbolo
D. mojavensis wrigleyi 15081-1352.22  Catalina Island, California - U.S.A. 2002 moj22
D. mojavensis mojavensis 15081-1352.01 Anza Borrego Desert, California - U.S.A 1990- moj01

1996

D. mojavensis baja 15081-1351.30 Punta Prieta, Baja California - Mexico 2008 moj30
D. mojavensis sonorensis 15081-1352.26 Agiabampo Bay, Sonora - Mexico 2003 moj26
D. arizonae 15081-1271.18 Las Bocas, Sonora - Mexico 1996 aril8

D. arizonae 15081-1271.17 Metztitlan, Hidalgo - México 1997 aril7
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3.2. Anélises Moleculares

3.2.1. Caracterizagdo dos genes fru e OdsH

As sequéncias depositadas dos genes fru e OdsH descritas e caracterizadas em D.
melanogaster foram utilizadas para a busca das sequéncias génicas ortdlogas no genoma de
D. mojavensis por meio da ferramenta BLASTn — Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (ALTSCHUL et al., 1990).

A regido génica de fru [Gene ID: 42226] ¢ composta por 131.314 pb em D.

melanogaster, ¢ nela foram identificadas as regides de introns e exons, bem como os
diferentes transcritos encontrados no GenBank. A regido génica de Odysseus [Gene ID:
32758] apresenta 22.939 pb em D. melanogaster e ¢ composta por 4 éxons. As sequéncias
descritas de D. melanogaster foram utilizadas como referéncia para a busca das sequéncias de
frue OdsH no genoma de D. mojavensis utilizando o programa BLASTn (ALTSCHUL;
GISH; MILLER, 1990) .

3.2.2. Extragdo de DNA, amplificagdo de sequéncias fru e OdsH e sequenciamento

DNA de amostras de 30 moscas de cada linhagem foi extraido conjuntamente
utilizando o método fenol-cloroféormio (JOWETT, 1986). Pares de oligonucleotideos
iniciadores foram desenhados para amplificar as regides de interesse utilizando a ferramenta
PrimerQuest® no site IDT (Integrated DNA Technologies:
http://www.idtdna.com/Primerquest) o qual utiliza algoritmos para encontrar a melhor regiao
para a constru¢do de oligonucleotideos iniciadores, levando em consideragdo as condigdes
mais adequadas para o desenho desses oligonucleotideos.

Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para amplificar a regido do éxon
C3 em fru e do homeodominio de OdsH (Tabela 2). Tal regido apresenta maior diversidade do
que outras regides do gene em diferentes taxons de Diptera (GAILEY et al., 2006;
SALVEMINI et al., 2013) e foi demonstrado por Sobrinho e Brito (2010) a acao de selegdo

positiva em varios codons dessa regido em mosca-das-frutas do género Anastrepha. Devido o
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tamanho do éxon C3 (792pb), e dos introns que o flanqueiam (73pb e 1846pb), foram
desenhados dois pares de iniciadores (fru II e fru III), possibilitando a analise de todo éxon
sem perder nenhuma informagdo potencial. Para a clonagem foi selecionada uma regido mais
ampla, de 900 pb, que incluia as regides amplificadas pelos oligonucleotideos fru II e fru III
(Figura 4). Para anélise do gene OdsH foi selecionada uma regido de 515pb incluindo o

intron 1 e 0 exon 2.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores para amplificagdo das regides de interesse nos genes
fru e OdsH. Tm: temperatura de melting; Ta: temperatura de anelamento (* oligonucleotideos
utilizados para o sequenciamneto).

Fragmento
Gene Sequéncia 5° -3’ Tamanho Posicao 'Em Ea amplificado
(pb) C C
(em pb)
Sfruitless ~ TGCCGATGTTCCTGAAGAC 19 115832 a 115850 58,0 508 900
(frul) CTGAGAGTCCTGCGCGTA 18 116714 a 116731 58,0 ’
*fruitless ~TGCCGATGTTCCTGAAGAC 19 115832 a 115850 58,0 56.0 573
(fruIl) CAACAGCTCATCCCGACTAT 20 116385 a 116404 61,7 ’
*fruitless ~ GAACGATCTCCCAGCGT 17 116228 a 116244 61,0 508 504
(fru IIT) CTGAGAGTCCTGCGCGTA 18 116714 a 116731 58,0 ’
Odysseus ~ CAGCCAAAGAGCCCAAA 17 229 a 245 60,0 55.0 515
(OdsHI) TTGTGACTTACCGCTATGC 19 726 a 744 60,0 ’

B Dominio BTB

[} Regio Conectora
= frul
frull

g
S full

Figura 4. Representagdo grafica das regides de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores
utilizados para a amplificacdo de C3 do gene fiu (fru I) e para sequenciamento de dois fragmentos
dessa regido (fru I e fru III). Em cinza, oligonucleotideos utilizados para clonagem; em preto e
vermelho, dois pares de oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento.

As reagdes de amplificagdo (PCRs — Polymerase Chain Reaction) foram conduzidas

para amplificacdo dos fragmentos e posterior clonagem. Em cada reacdo foi utilizado 200ng
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de DNA gendmico, 0,0075 mM de cada oligonucleotideo iniciador, 1 mM de MgCl,, 1X
tampao, 0,8 mM de cada desoxirribonucleotideos fosfatados e 0,625 unidades de enzima
polimerase (Taq Platinum — Invitrogen ®). As ciclagens foram diferentes para cada regidao
génica analisada: 5 minutos a 98°C e 35 ciclos de um minuto a 98°C, 1 minuto a 59,8°C e um
minuto a 72°C, com uma extensdo final de 5 minutos a 72°C para fru I e fru III; 5 minutos a
98°C e 35 ciclos de um minuto a 98°C, 1 minuto a 56°C ¢ um minuto a 72°C, com uma
extensdo final de 5 minutos a 72°C para frull e 5 minutos a 98°C e 35 ciclos de um minuto a
98°C, 1 minuto a 53°C e um minuto a 72°C, com uma extensao final de 5 minutos a 72°C para
OdsH.

Os fragmentos obtidos pela amplificacdo por PCR foram purificados utilizando o
reagente de purificagio DNA GFX DNA&GeL Band — GE® e clonados com o Kit TOPO TA
Cloning - Invitrogen®, segundo as especificagdes dos fabricantes. Oito colonias de cada
linhagem foram selecionadas aleatoriamente para extragdo do plasmideo utilizando
fenol/cloroféormio e sequenciadas com os oligonucleotideos iniciadores especificos para fru
(fru II e fru III) e MI13F e MI3R para OdsH. Oito clones de cada linhagem foram
selecionados para sequenciamento, realizado pela empresa Genomic — Engenharia Molecular

(Sao Paulo/SP).

3.3. Analises Evolutivas

As sequéncias obtidas foram manipuladas e alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW
por meio do programa MEGA 5.1 (TAMURA et al., 2011) para posterior obtenc¢ao de indices
de diversidade, reconstrucdo filogenética e testes de sele¢do. Os indices de diversidade foram
calculados por meio do programa DnaSP 5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009). Foram ainda
estimados o numero de sitios segregantes, a média do niimero de diferencas nucleotidicas
entre as sequéncias, como também foi aplicado o teste D de Tajima (TAJIMA, 1989), para
inferir a ocorréncia de expansdo populacional por meio da diversidade das sequéncias.

As reconstrugdes filogenéticas foram realizadas por meio do programa MEGA 5.1,
utilizando os métodos Neighbor-joining (NJ) e Madaxima Verossimilhangca (ML) de
reconstru¢do filogenética, com modelos de substitui¢do nucleotidica escolhido por meio do
programa MEGA 5.1. As relagdes entre as sequéncias foram também inferidas por meio do

programa NETWORK 4.6.1.2 (BANDELT, 1999), disponivel no website Fluxus Technology
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Ltd.

Os testes de sele¢ao foram realizados por meio da estimativa da razao Ka/Ks, onde Kx
¢ a taxa de substituicdo nao sindnima por sitio ndo sindonimo ¢ Kg ¢ a taxa de substitui¢ao
sindnima por sitio sindnimo entre pares de sequéncias, utilizando o programa DnaSP 5.1. A
relacdo kA/kS (m) ¢ utilizada para inferir a magnitude da selecao natural agindo em genes que
codificam proteinas. A razdo maior do que 1 implica sele¢do positiva; menor do que 1 implica
em selecdo purificadora; e igual a um indica auséncia de selegdo, isto €, evolucao neutra.
Também foram realizadas analises de maxima verossimilhanga para teste de selecao codon-
por-codon (HyPhy) por meio do programa MEGA 5.1 (SUZUKI; GOJOBORI, 1999;
KOSAKOVSKY POND; FROST, 2005; POND; FROST; MUSE, 2005).
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4. Resultados

4.1. Andlises de diversidade das sequéncias fru

Foram amostrados 29 haplotipos nas sequéncias do gene fru, grande parte deles
haplotipos unicos, ndo compartilhados entre as linhagens (Tabela 3). A diversidade
haplotipica das amostras de cada linhagem, estimada pela média das diferengas nucleotidicas
entre cada dois pares de sequéncias (r) variou de 0,00103 a 0,00309 em D. mojavensis e de
0,00118 a 0,00206 em D. arizonae. O teste D de Tajima produziu valores negativos para
todas as linhagens embora tenha sido significante apenas o D para linhagem 01 do Deserto de
Mojave, sugerindo que ao menos esta populagdo tenha experimentado um evento de expansao

populacional.

Tabela 3. Estimativas de diversidade genética do exon C3 do gene fru em diferentes
linhagens de D. mojavensis e D. arizonae.

Linhagens N h HdDP) S S; Ny Sg n (DP) 0 D de
Tajima
moj01 &8 6 0,893(0,111) 9 5 4 9 0,00309 (0,00081) 0,00476 -1,723*
moj22 9 6 0,833(0,127) 5 2 3 5 0,00152 (0,00037) 0,00252 -1,677
moj26 8 4 0,643(0,184) 3 1 2 3 0,00103 (0,00037) 0,00159 -1,447
moj30 8 4 0,0643(0,184) 3 1 2 3 0,00103 (0,00037) 0,00159 -1,447
aril7 &8 5 0,786(0,151) 6 2 4 6 0,00206 (0,0063) 0,00317 -1,639
aril8 7 4 0,714(0,181) 3 1 2 3 0,00118 (0,00039) 0,00168 -1,358

N = nimero de sequéncias; h = numero de haplétipos; Hd = diversidade haplotipica;

S = numero de sitios polimoérficos; Sy = niimero de substitui¢des sindnimas; Nsy = numero de substitui¢des nao
sindnimas; Sg = singletons; © = diversidade nucleotidica observada; DP = desvio padrdo; Os = diversidade
nucleotidica esperada.

A diversidade esperada (0), que variou de 0,00159 a 0,00476 em D. mojavensis e de
0,00168 a 0,00317 em D. arizonae, foi maior que a observada (m, variando de 0,00103 a
0,00309 em D. mojavensis e 0,00118 a 0,00206 em D. arizonae) em todas as linhagens. A
presenca de hapldtipos tinicos € a menor diversidade observada do que a esperada pode
indicar atuagdo de selecdo purificadora ou expansao populacional recente (Tabela 3).

A divergéncia genética, estimada pela porcentagem de diferengas entre as sequéncias
(distancia p) reflete a baixa diversidade nucleotidica das sequéncias fru também entre

populagdes. A distancia média variou de 0,004 a 0,008 entre as amostras de populagdes de D.
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mojavensis ¢ foi de apenas 0,0016 entre as duas amostras de populacdes de D. arizonae

(Tabela 4, Apéndice A).

Tabela 4. Divergéncia intraespecifica (distdncia p) entre sequéncias do exon C3 do gene fru
nas diferentes linhagens de D. mojavensis € D. arizonae.

Média (Erro Padrao)

Linhagens N (Erro Padriio) Minima Maixima

D. mojavensis

moj22 x moj26 17 0,004 (0,002) 0,004 0,007
moj22 x moj30 17 0,004 (0,002) 0,004 0,007
moj22 x moj01 17 0,004 (0,002) 0,004 0,010
moj26 x moj30 16 0,005 (0,003) 0,005 0,008
moj26 x moj01 16 0,008 (0,003) 0,008 0,014
moj30 x moj01 16 0,005 (0,003) 0,005 0,011
D. arizonae 15 0,0016 (0,0007) 0,000 0,003

A divergéncia interespecifica (Tabela 5, Apéndice A), também estimada pela distancia
p, variou de 0,026 (entre as sequéncias da linhagem da subespécie D. m. wrigleyi e de D.
arizonae da regido de Metztitlan, Hidalgo - México) a 0,031 (entre as sequéncias da linhagem
da subespécie D. m. sonoriensis também com D. arizonae, proveniente da regido de

Metztitlan, Hidalgo).

Tabela 5. Divergéncia interespecifica (distancia p) entre sequéncias do exon C3 do gene fru
de D. mojavensis e D. arizonae.

Linhagens N  Meédia (Erro Padrio) Minima Maxima
D.mojavensis x D.arizonae 48 0,028 (0,006) 0,025 0,036
moj22 x aril7 17 0,026 (0,006) 0,025 0,032
moj22 x aril8 17 0,026 (0,006) 0,025 0,029
moj26 x aril7 16 0,031 (0,006) 0,030 0,036
moj26 x aril8 15 0,029 (0,006) 0,029 0,032
moj30 x aril7 16 0,029 (0,006) 0,029 0,034
moj30 x aril8 15 0,029 (0,006) 0,029 0,032
moj01 x aril7 16 0,029 (0,006) 0,029 0,036
moj01 x aril8 15 0,028 (0,006) 0,029 0,033
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4.2 Analises de diversidade das sequéncias OdsH

A regido analisada de OdsH revelou um niumero de haplotipos muito menor do que a do
gene fru, 9 no total, os quais também ndo sdo compartilhados entre as linhagens (Tabela 6). A
diversidade haplotipica observada (mw) também foi muito menor que a observada em fiu,
variando de zero (em trés linhagens) a 0,00104 em D. mojavensis e de zero a 0,0052 em D.
arizonae. A diversidade esperada (0) variou de zero a 0,00161 em D. mojavensis e de zero a
0,0008 em D. arizonae. O teste D de Tajima ndo apresentou significancia para nenhumas das

linhagens para as quais foi possivel realizé-lo.

Tabela 6. Estimativas de diversidade genética do intron 1 e exon 2 do gene OdsH em
diferentes linhagens de D.mojavensis e D.arizonae.

Linhagens N h Hd (DP) S S, Ny sg 7 (DP) Og D de Tajima
moj01 8 1 0 00 0 O 0 0 -
moj22 7 2 0476(0,171) 1 0 0 0 0,00099 (0,0036) 0,00085 0,55902
moj26 8 1 0 00 0 O 0 0 -
moj30 8 2 0,250(0,180) 2 2 0 2 0,00104(0,00075) 0,00161 -1,31009
aril7 8 2 0,250(0,180) 1 0 O 1 0,0052(0,00038) 0,0008 -

aril8 8 1 0 00 0 O 0 0 -

N = numero de sequéncias; h = nimero de haplotipos; Hd = diversidade haplotipica; S = nlimero de sitios
polimérficos; Sy = nimero de substitui¢des sindnimas; Nsy = niumero de substitui¢des ndo sindnimas; sg =

singletons; © = diversidade nucleotidica observada; DP = desvio padrio; Bs = diversidade nucleotidica esperada.

A divergéncia genética entre as sequéncias OdsH das diferentes populagdes de cada
espécie foi baixa, variando de 0,004 a 0,010 para D. mojavensis e de 0,009 para D. arizonae

(Tabela 7, Apéndice B).
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Tabela 7. Divergéncia intraespecifica (distdncia p) entre sequéncias do intron 1 e exon 2 do
gene OdsH nas diferentes linhagens de D. mojavensis e D. arizonae.

Linhagens Média (Erro Padrao) Minima Maxima
D. mojavensis 0,007 (0,003) 0,000 0,013
moj22 x moj26 0,007 (0,003) 0,006 0,008
moj22 x moj30 0,010 (0,004) 0,006 0,013
moj22 x moj01 0,007 (0,003) 0,006 0,008
moj26 x moj30 0,004 (0,003) 0,004 0,004
moj26 x moj01 0,004 (0,003) 0,004 0,004
moj30 x moj01 0,008 (0,004) 0,004 0,008

D.arizonae 0,009 (0,004) 0,000 0,01

A divergéncia interespecifica (Tabela 8, Apéndice B) variou de 0,017 (entre as
sequéncias da linhagem da subespécie D. mojavensis wrigleyi e de D. arizonae da regidao de
Las Bocas, Sonora - Mexico) a 0,029 (entre as sequéncias da linhagem da subespécie D.

mojavensis baja com D. arizonae da regido de Metztitlan, Hidalgo).

Tabela 8. Divergéncia interespecifica (distncia p) entre sequéncias do intron 1 e exon 2 do

gene OdsH entre D. mojavensis e D. arizonae.

Linhagens Média (Erro Padrao) Minima Maxima
D. mojavensis x D. arizonae 0,023 (0,006) 0,017 0,031
moj26 x aril7 0,025 (0,007) 0,025 0,027
moj22 x aril7 0,024 (0,007) 0,023 0,027
moj30 x aril7 0,029 (0,007) 0,029 0,031
moj01 x aril7 0,025 (0,007) 0,025 0,027
moj26 x aril8 0,019 (0,006) 0,019 0,019
moj22 x aril§ 0,017 (0,006) 0,017 0,019
moj30 x aril8 0,023 (0,006) 0,023 0,023
moj01 x aril8 0,023 (0,007) 0,023 0,023

4.3. Pressoes Seletivas

Testes de selecdo foram realizados visando testar a hipotese de que ao menos o éxon C3
do gene fru estaria sob pressao seletiva positiva, como ja reportada para essa regido em outros
insetos (SOBRINHO; BRITO, 2010). Contudo os resultados indicaram que as sequéncias

estudadas em D. mojavensis e D. arizonae estdo sob agdo de selegdo purificadora tanto para as
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regides de fru como de OdsH (Tabela 9). Testes de selegdo por codons (HyPhy, dados nao
mostrados) também ndo revelaram selecdo positiva atuando em codons especificos nas

regides analisadas.

Tabela 9. Médias de Ks, K4 e razdo Ka/Kgs para o éxon C3 do gene fru e para o éxon 2 do
gene OdsH.

Linhagens Ks (Erro Padrio) K, (Erro Padrio) Ku/Ks
Fru

moj26-aril7 0,0730 (0,0003) 0,0210 (0,0002) 0,2886
moj22-aril7 0,0536 (0,0003) 0,0212 (0,0002) 0,3967
moj30-aril7 0,0667 (0,0003) 0,0210 (0,0002) 0,3161
moj01l-aril7 0,0698 (0,0006) 0,0210 (0,0002) 0,3027
moj22-aril 8 0,0544 (0,0005) 0,0194 (0,0002) 0,3582
moj26-aril 8 0,0675 (0,0004) 0,0192 (0,0002) 0,2853
moj30-aril8 0,0675 (0,0004) 0,0193 (0,0002) 0,2864
mojOl-aril8 0,0706 (0,0007) 0,0193 (0,0002) 0,2742

Média 0,0654 (0,0026) 0,0202 (0,0003) 0,3135

OdsH

moj26-aril7 0,0568 (0,0000) 0,0123 (0,0000) 0,2165
moj22-aril7 0,0767 (0,0000) 0,0123 (0,0000) 0,1604
moj30-aril7 0,0767 (0,0000) 0,0123 (0,0000) 0,1604
moj01l-aril7 0,0568 (0,0000) 0,0123 (0,0000) 0,2165
moj26-aril8 0,0374 (0,0000) 0,0123 (0,0000) 0,3289
moj22-aril8 0,0568 (0,0000) 0,0123 (0,0000) 0,2165
moj30-aril8 0,0568 (0,0000) 0,0123 (0,0000) 0,2165
moj01-aril8 0,0767 (0,0000) 0,0123 (0,0000) 0,1604
Meédia 0,0618 (0,0049) 0,0123 (0,0000) 0,2095

4.4. Relagdes Filogenéticas

As relagdes filogenéticas para as sequéncias fru e OdsH foram reconstruidas pelo
método Neighbor-joining (NJ) utilizando a distancia p, devido a baixa divergéncia estimada
entre as sequéncias. Segundo Nei e Kumar (2000), nesses casos, ¢ desnecessaria a utilizagao
de modelos mais complexos de substituicdo para reconstrugdes filogenéticas. Adicionalmente
foram utilizadas andlises de Maxima Verossimilhanga para comparagao.

A Figura 5 mostra a reconstrucao das relagdes filogenéticas entre as sequéncias de fru

das espécies D. mojavensis e D. arizonae utilizando o método NJ. Nota-se que as sequéncias
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das duas espécies agrupam-se em dois clados reciprocamente monofiléticos com alto suporte

(acima de 90%).
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Figura 5. Relagoes filogenéticas entre as sequéncias do gene fru das espécies D. mojavensis e D.
arizonae. A éarvore foi reconstruida usando o método Neighbor-joining (distdncia-p) implementado
pelo programa MEGA 5. Os niimeros nos ramos indicam valores de bootstrap superiores a 50%
utilizando 1.000 réplicas.

A Figura 5 mostra que as sequéncias de linhagens derivadas das quatro populacdes de
D. mojavensis também se agrupam separadamente, contudo apenas trés delas com suporte de
bootstrap confiavel (D. m. wrigleyi, D. m. baja, D. m. sonorensis). As sequéncias das duas
populagdes de D. arizonae também se agrupam separadamente (bootstrap acima de 60%).

As analises de ML, contudo ndo mostram as mesmas relacdes filogenéticas que na
arvore NJ. Dentre as diferengas destacam-se principalmente a parafilia das amostras derivadas
da populagdo de D. arizonae da regido de Metztitlan (Hidalgo, México). Nessa arvore, o clado

das sequéncias da linhagem moj 22 (D. m. wrigleyi) ¢ que nao tem suporte (Figura 6).
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Figura 6. Relagoes filogenéticas entre as sequéncias do gene fru das espécies D. mojavensis e D.
arizonae. A arvore foi reconstruida usando o método Maxima verossimilhanca (distdncia Jukes
Cantor) implementado pelo programa MEGA 5. Os niimeros nos ramos indicam valores de bootstrap
superiores a 50% utilizando 1.000 réplicas.

As reconstrugdes filogenéticas com as sequéncias do gene OdsH apresentaram
cenarios muito semelhante aqueles fornecidos pelas sequéncias do gene fru. As reconstrucdes
realizadas por NJ (Figura 7) produziram dois clados reciprocamente monofiléticos para as
sequéncias das duas espécies, com alto suporte de bootstrap (acima de 85%) e clados
contendo as sequéncias das linhagens de cada espécie também com alto suporte, com excec¢ao
de um deles, que contém as sequéncias da linhagem derivada da populacao de D. m.baja

(moj30).
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Figura 7. Relagdes filogenéticas entre as sequéncias do gene OdsH das espécies D. mojavensis e D.
arizonae. A arvore foi reconstruida usando o método Neighbor Joining (distancia p) implementado
pelo programa MEGA 5. Os niimeros nos ramos indicam valores de bootstrap superiores a 50%
utilizando 1.000 réplicas.

Corroborando as relagdes filogenéticas obtidas por meio de andlise de Maxima
Verossimilhanga para o gene fru, observa-se parafilia também para sequéncias do gene OdsH
na espécie D. arizonae (Figura 8), contudo nesse caso, a linhagem que compartilha um
ancestral comum mais recente com D. mojavensis do que com as outras sequéncias de D.

arizonae ¢ aquela derivada da populagdo coletada na regido Las Bocas (Sonora , México).
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Figura 8. Relagdes filogenéticas entre as sequéncias do gene OdsH das espécies D. mojavensis e D.
arizonae. A arvore foi reconstruida usando o método Maxima Verossimilhanga (distancia Jukes
Cantor) implementado pelo programa MEGA 5. Os niimeros nos ramos indicam valores de bootstrap
superiores a 50% utilizando 1.000 réplicas.

As relagdes entre as sequéncias também foi estabelecida pela constru¢do de redes

evolutivas tanto para fru, quanto para OdsH. (Figuras 9 e 10, respectivamente). As redes das

sequéncias dos dois genes separam as espécies em dois grupos distintos, bem como o

agrupamento das sequéncias de cada linhagem separadamente. Contudo, as relagdes

evolutivas entre as linhagens ndo ficam claramente definidas devido a ocorréncia de

homoplasias, evidenciadas pelos poligonos unindo sequéncias de diferentes por meio de nos

ancestrais.
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Figura 9. Rede de sequéncias do gene fru. Os circulos coloridos representam as sequéncias
amostradas; circulos vazios correspondem a nds ancestrais, o comprimento dos ramos € proporcional
ao numero de mutac¢des que ocorreram, como indicado pelos nimeros acima de cada ramo.
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Figura 10. Rede com sequéncias do gene OdsH. Circulos coloridos representam as sequéncias
amostradas; circulos vazios correspondem a nds ancestrais, o comprimento dos ramos ¢ proporcional
ao numero de mutagdes que ocorreram, como indicado pelos niimeros acima dos ramos.
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5. Discussao

As espécies D. mojavensis € D. arizonae divergiram recentemente, entre 0,99-0,66
milhdes de anos (REED; NYBOER; MARKOW, 2007). Uma vez que efeitos de selecao
positiva nao foram encontrados para as regides génicas aqui analisadas, ndo ha motivos para
esperar alta divergéncia entre as sequéncias, € a baixa distancia entre as mesmas refletem a
recente separacdo entre as duas espécies. Os valores de @ encontrados indicam selecao
purificadora, mas relativamente relaxada (m entre 0,2 e 1,0 de acordo com Ridley, 2006) entre
as populagdes de cada espécie, mas particularmente entre as duas espécies, maior para a
sequéncia o gene fru (0,313) do que para OdsH (0,209). Selecdo purificadora relativamente
relaxada pode significar ocorréncia passada de selecdo positiva, ja selecdo positiva e
purificadora atuando em momentos diferentes ao longo da evolucao das sequéncias podem se
anular mutuamente, resultando em um valor médio que pode tanto ser inferior, igual ou
superior a 1,0.

Uma vez que a regido conectora ¢ mais divergente do que os demais dominios do gene
fru foi sugerido que ela ndo desempenha qualquer papel importante na fungdo génica ou, ao
contrario, que conteria informagdes espécie especificas. Segundo a primeira hipotese, a maior
divergéncia da regido C3 poderia ser devida a pressoes seletivas relaxadas ou evolugdo neutra,
enquanto que de acordo com a segunda a variacao poderia ser explicada por sele¢cdo positiva,
adaptativa. Gailey et al. (2006) rejeitaram a segunda hipotese, em face de experimentos com
expressdo transgénica de fru de Anopheles em D. melanogaster, que recuperou o
desenvolvimento do musculo de Lawrence (MOL), uma estrutura que ¢ especificada apenas
pela proteina FruM. Esse resultado implica em restricdo seletiva relaxada ou acumulo de
variacdo neutra. No entanto, os estudos de Sobrinho e Brito (2010) demonstraram um padrao
seletivo positivo no exon C3 de fru que mostra sinais de adaptacdo nesta regido, contudo em
espécie de outra familia de insetos (Tefritidae).

Por outro lado, em estudo recente Parker et al. (2013) examinaram a estrutura do gene
fruitless em 18 espécies de Drosophila, dentre elas D. mojavensis, ¢ determinaram os padroes
de restrigdo seletiva atuando em toda a regido codificadora. Os valores de @ variaram
consideravelmente ao longo do gene, com a maior parte das regides sendo evolutivamente
conservadas, mas com pequeno numero, embora significativo, de sitios evidenciando

divergéncia como um resultado de sele¢dao positiva. Tais sitios sdo restritos a regides dos
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exons A e D que sofrem splicing alternativo. A existéncia de éxons conservados sugere que
sejam responsaveis por manter fungdes essenciais de fru entre os diferentes tdxons, enquanto
que sitios sob selecdo positiva poderiam estar envolvidos na producdo de transcritos
associados a fendtipos espécie-especificos, principalmente aqueles relacionados ao
comportamento sexual. Portanto, os resultados aqui relatados sdo congruentes com os
reportados por Gailey et al. (2006) e Parker et al. (2013) em relagdo ao éxon C3 em espécies
de Drosophila. A comparagao desses resultados com aqueles reportados por Sobrinho e Brito
(2010) em espécies do género Anastrepha, que indicam a ocorréncia de selecdo positiva nessa
regido de fru, reforca nosso entendimento de que os processos seletivos atuantes em um
mesmo gene podem ser especificos para grupos de espécies particulares.

Em relagdo ao gene OdsH, a alta conservagdo encontrada entre as sequéncias de D.
mojavensis € D. arizonae aqui analisadas ¢ inesperada, frente ao que foi encontrado em
estudos envolvendo duas espécies de Drosophila do grupo melanogaster (subgénero
Sophophora), D. mauritiana ¢ D. simulans (TING et al., 1998). Para estas espécies, que
também divergiram recentemente, menos que 0,5 milhdo de anos atrdas (LACHAISE et al.,
1988; RUSSO; TAKEZAKI; NEI, 1995), foi encontrada alta taxa de substituigdes nao-
sindnimas entre as sequéncias de OdsH, especialmente no homeodominio (TING et al., 1998,
2004), evidenciando diferencas na pressao seletiva atuando nessa, em relagdo a outras regides
do gene, particularmente na linhagem conduzindo a D. mauritiana e D. simulans.
Diferentemente, nossos dados ndo indicam aumento na taxa de evolu¢do do homeodominio de
OdsH entre D. mojavensis e D. arizonae. Essa conservagao no par de espécies aqui estudado,
que pertencem ao subgénero Drosophila, novamente ilustra que eventos evolutivos podem ser
particulares em diferentes taxons. Nao podemos ignorar, contudo, que as linhagens utilizadas
neste estudo foram coletadas ha alguns anos e em decorréncia podem ter uma subamostragem
da variabilidade genética presente nas populagdes originais. Entretanto, se considerarmos que
a variabilidade das mesmas linhagens entre as sequéncias do gene fruitless ¢ muito maior, a
baixa divergéncia das sequéncias de Odysseus pode ser uma caracteristica intrinseca a essas
espécies do grupo repleta.

Mesmo levando em conta o tempo recente de origem de D. mojavensis, alguns autores
tém proposto a existéncia de quatro subespécies ecologicamente distintas para suas diferentes
populagdes em face de evidéncias da genética de populacdes, ecologia, comportamento e
morfologia da genitdlia (ETGES, W. J. et al., 2007, 2009, 2010; PFEILER et al., 2009).
Dentre os marcadores moleculares utilizados destacam-se marcadores multilocos nos

cromossomos 2, 3, 4 ¢ 5 (MACHADO et al., 2007), sequéncias do gene Adh ¢ Gopd
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(MATZKIN; EANES, 2003; MATZKIN, 2004) e do gene da enzima citocromo oxidase 1
(REED et al., 2007). Embora o DNA mitocondrial seja a molécula mais utilizada em estudos
filogenéticos e filogeograficos, esse marcador apresenta algumas limitagdes, como por
exemplo: sO recupera a linhagem materna, possui alta taxa de substituicdo de bases que pode
levar a homoplasias, e apresenta taxas de introgressdo muito mais altas do que as esperadas
(AVISE, 2009). Além disso, considera-se que uma abordagem multiloco seria ideal para
estudos dessa natureza, pois de acordo com Maddison (1997), genealogias reconstruidas a
partir de um unico gene podem ser problemadticas e podem ndo ser coincidentes com a
genealogia das espécies. Portanto, associar marcadores mitocondriais com marcadores
nucleares ¢ de suma importancia. Entretanto, de acordo com Avise (2009), achar um
marcador nuclear adequado ainda ¢ um grande desafio, principalmente em estudos
intraespecificos, devido a baixa taxa de evolucdo de genes nucleares (o que poderia ser
resolvido com o uso de introns) e a dificuldade de isolar hapldtipos nucleares de organismos
diploides. Os marcadores nucleares, mais comumente, utilizados nesses estudos sao os genes
period, Arginina quinase (ArgK), Fator de elongagdo 1-fa (EF1- fa) CAD, Hymenoptaecin,
Defensin (REGIER; SHULTZ,1997; BAUZER et al., 2002; KAWAKITA et al., 2003). No
presente trabalho analisamos dois genes nucleares ndo incluidos nessa lista, mas que se
mostraram marcadores adequados para resolver relagdes filogenéticas ndo apenas entre
espécies que divergiram recentemente, como D. mojavensis € D. arizonae, mas também em
nivel intraespecifico. As relagdes filogenéticas reconstruidas para as sequéncias dos dois
genes, bem como as redes de haplotipos permitiram fazer inferéncias sobre a historia
evolutiva das espécies e suas populagdes.

Duas hipoteses tém sido levantadas para origem de D. mojavensis € D. arizonae. A
primeira hipdtese ¢ apoiada por evidéncias provenientes de inversdes cromossomicas e de
sequéncias do gene Adh que indicam que as duas espécies tiveram origem a partir de
populagdes alopatricas separadas pelo Golfo da Califérnia, onde a populacdo da Baja
Califérnia teria dado origem a D. mojavensis ¢ a populagdo do continente originado D.
arizonae. Outra hipotese ¢ apoiada por dados de sequéncias mitocondriais, que apontam para
uma origem de D. mojavensis a partir do continente, onde uma linhagem primeiramente teria
colonizado o Deserto de Mojave e outra o Deserto de Sonora. Nao ha consenso se a
divergéncia entre D. mojavensis € D. arizonae se deu pelo evento vicariante resultante da
separacdo da Peninsula da Baja Califérnia, como indica os dados genéticos nucleares ou se
houve especiagdo no continente, como indica os resultados utilizando sequéncias

mitocondriais. Devido a esse conflito entre dados de sequéncias nucleares e mitocondriais,
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Reed et al. (2007) enfatizam a necessidade de analises filogenéticas utilizando marcadores
nucleares para determinar a atual historia evolutiva entre D. mojavensis e D. arizonae.

A analise de duas sequéncias nucleares, dos genes fruitless e Odysseus, permite sugerir
uma hipotese alternativa para a origem de D. mojavensis a partir do ancestral comum com D.
arizonae. As relagdes reveladas pela andlise de redes para os dois genes apontam para uma
relacdo de parentesco mais proxima entre sequéncias de D. mojavensis amostrada na ilha de
Santa Catalina (linhagem 22) com as de D. arizonae. Tanto na rede de fru, como na de OdsH,
uma sequéncia amostrada em D. mojavensis de Santa Catalina se associa diretamente a uma
sequéncia ancestral, ou nao amostrada, relacionada a D. arizonae, sugerindo a origem da
populacdo de Santa Catalina a partir de um ancestral compartilhado com D. arizonae.
Contudo, as homoplasias compartilhadas entre as sequéncias das quatro linhagens de D.
mojavensis impedem inferéncias sobre as relagdes de parentesco entre elas. Estas relacdes
sugerem que a populacdo da ilha de Santa Catalina pode ter sido a primeira a se diferenciar
em D. mojavensis, em decorréncia de colonizagdo da ilha e posterior dispersdo para as outras
regides na area de distribuicdo atual da espécie.

Esta hipotese fundamenta-se no modelo de especiacdo peripatrica, ou por efeito do
fundador, proposto por Mayr (1954). De acordo com este autor, populagdes pequenas,
perifericamente isoladas, podem sofrer mudancas genéticas rapidamente devidas,
principalmente, a efeitos de deriva genética no momento da fundacao, seguidos por selecao
natural. Sabe-se que pressdes seletivas em ilhas podem ser diferentes daquelas encontradas
em dreas geograficas mais extensas, a restrigdo ao fluxo génico entre populagdes isoladas,
associada a amostragem aleatéria da variabilidade genética no momento da fundacao, pode
conduzir a especiacdo mais rapidamente do que em populagdes continentais mais amplamente
dispersas. Adicionalmente, estas alteragdes nas frequéncias alélicas em certos locos podem
alterar o valor seletivo de genotipos em outros locos devido a interagdes epistaticas entre eles.
Neste contexto, a hipotese sugerida pelos resultados do presente estudo € que uma populagao
do ancestral comum entre D. mojavensis e D. arizonae poderia ter se dispersado para a ilha de
Santa Catalina, e 14 originando D. mojavensis, enquanto a populagdo continental teria dado
origem a D. arizonae. A partir da populagdo insular, amostras de D. mojavensis teriam
retornado ao continente e se dispersado para as trés principais regides onde hoje a espécie ¢
encontrada: Deserto de Mojave, Deserto de Sonora e Baja Califérnia, como mostra as relagdes
entre as sequéncias aqui analisadas. E, contudo, indispensavel destacar que o presente estudo
foi realizado com linhagens de laboratorio e por isso deve ser considerado com cautela. Sabe-

se que para se realizar inferéncias sobre historia populacional a estratégia mais apropriada ¢ a
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amostragem de um numero razoavel de individuos em populagdes naturais e a realizagdo de
analises filogeograficas utilizando sequéncias génicas mitocondriais e nucleares. Apesar
dessas restricoes, e considerando que as sequéncias aqui utilizadas apresentaram um grau de
variabilidade genética suficiente para a reconstrucao das relagdes de parentesco, 0s nossos
resultados devem ser considerados como uma abordagem inicial para se testar a hipotese de
origem de D. mojavensis por um processo de especiagdo peripatrica.

As reconstrugdes filogenéticas realizadas com os genes fru e OdsH, considerados
genes de especiacdo, agrupam todas a sequéncias amostradas em D. mojavensis como um
clado monofilético. Monofilia também caracteriza as relagdes entre as sequéncias das
linhagens derivadas de cada uma das quatro subespécies de D. mojavensis, tendo a maior
parte dos clados bom suporte. As relagdes entre esses clados variaram com o método de
analise e do gene utilizado, e esse tipo de variacdo ¢ esperado, ja que genes diferentes podem
ter historias evolutivas diferentes e os métodos de reconstrugdo filogenética, podem utilizar
algoritmos de agrupamento diferentes, como por exemplo os aqui empregados: Neighbor
Joining utiliza medidas de distdncia e Maxima Verossimilhanga associa estados de caracteres
a medidas de distancias. Diferencas nas relacdes de parentesco entre os principais clados de
D. mojavensis também foram relatadas para o gene Col dependendo do método de andlise
filogenética utilizado (REED et al., 2007). De qualquer maneira, os agrupamentos
monofiléticos revelados por nossas andlises corroboram a classificagdo de subespécies para
essas populagdes.

Por outro lado, a monofilia de D. arizonae depende do método de reconstrucio
filogenética. As filogenias reconstruidas com o método de Neighbor Joining, tanto para o
gene fru, como para OdsH, produzem agrupamentos monofiléticos; contudo, aquelas
reconstruidas por Maxima Verossimilhanga revelam sempre D. arizonae como um taxon
parafilético, sendo a linhagem aril7 ou aril8 mais proximamente aparentada a D. mojavensis
dependendo do gene analisado, fru ou OdsH, respectivamente. Parafilia em D. arizonae,
envolvendo linhagens do sudeste da Califérnia também foi relatada por REED et al. (2007). A
teoria da coalescéncia (KINGMAN, 1982) explica a parafilia em D. arizonae. J& que todos os
alelos de determinado gene das populagdes contemporaneas coalescem a uma Unica copia
ancestral, em decorréncia dos processos estocasticos e seletivos atuantes durante a historia
evolutiva da espécie, a monofilia das sequéncias pode ser alcancada em épocas diferentes em
espécies distintas, ¢ mesmo em genes diferentes na mesma espécie, dependendo da agdo

desses fatores nas populacdes.
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Sendo os eventos que levam a especiagdo certamente complexos, durante os quais a
divergéncia genética e o isolamento reprodutivo aumentam, podemos esperar que diferentes
aspectos relacionados a essa divergéncia possam ser diferencialmente importantes para
diferentes taxons, tornando a especiagdo um evento particular para diferentes grupos de
organismos. Por isso, como proposto por diferentes autores, torna-se cada vez mais
importante tentar identificar regras mais gerais e padrdoes da dinamica do processo de

especiacdo (COYNE; ORR, 2004; NOSIL; FEDER, 2012).
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6. Conclusoes

1 — A diversidade nucleotidica das regides dos genes fruitless e Odysseus analisadas em D.
mojavensis € D. arizonae ¢ baixa, em concordancia com o tempo recente de divergéncia das

duas espécies.

2 — Selegdo purificadora relativamente relaxada foi estimada para a regido analisada do
gene fruitless, tanto entre populagdes de cada espécie, como entre as duas espécies. Estes

resultados sdao concordantes com os reportados para outras espécies de Drosophila.

3 — O gene OdsH também apresentou sinal de selecdo purificadora e tal resultado ¢
discordante dos obtidos em espécies do subgrupo melanogaster de Drosophila, nas quais a

regido € variavel e apresenta sinal de sele¢do positiva.

4 — As regides de fruitless e Odysseus analisadas representam bons marcadores para as

espécies D. mojavensis € D. arizonae e também para diferentes linhagens dessas espécies.

5 — D. mojavensis pode ter sofrido especiagdo peripatrica na ilha de Santa Catalina a partir
de seu ancestral comum com D. arizonae e posteriormente ter colonizado as outras areas da

atual distribuicao da espécie.
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Apéndice A

Tabela 1. Divergéncia evoluciondria (distancia p) entre as sequéncias de fruitless. Erro padrdo ¢ mostrado acima da diagonal, em azul.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

1.Dmoj 0,001 0,001 0,000 0000 0001 0001 0000 0001 0002 0003 0002 0002 0003 0002 0003 0002 0003 0003 0003 0002 0002 0002 0002 0002 0002 0003 0003 0002 0003 0002 0003 0003 0006 0006 0005 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0005 0005 0005 0006 0006 0005
2.moj22.1 0,001 0,002 0,001 0001 0002 0002 0001 0002 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
3.moj22.2 0,001 0,003 0001 0001 0002 0002 0001 0002 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0006 0006 0005 0005 0005 0006 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0,005
4.moj22.3 0,000 0,001 0,001 0,000 0,001 0,001 0000 0001 0002 0003 0002 0002 0003 0002 0003 0002 0003 0003 0003 0002 0002 0002 0002 0002 0002 0003 0003 0002 0003 0002 0003 0003 0006 0006 0005 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0005 0005 0005 0006 0006 0005
5.m0j22.4 0,000 0,001 0,001 0,000 0,001 0001 0000 0001 0002 0003 0002 0002 0003 0002 0003 0002 0003 0003 0003 0002 0002 0002 0002 0002 0002 0003 0003 0002 0003 0002 0003 0003 0006 0006 0005 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0005 0005 0005 0006 0006 0005
6.m0j22.9 0,001 0,003 0,003 0001 0001 0,002 0,001 0,002 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
7.m0j22.10 0,001 0,003 0003 0001 0001 0003 0,001 0002 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
8.m0j22.11 0,000 0,001 0001 0000 0000 0001 0001 0,001 0002 0003 0002 0002 0003 0002 0003 0002 0003 0003 0003 0002 0002 0002 0002 0002 0002 0003 0003 0002 0003 0002 0003 0003 0006 0006 0005 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0005 0005 0005 0006 0006 0005
9.moj22.12 0,001 0,003 0,003 0001 0001 0003 0003 0001 0,003 0,003 0,003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
10.mo0j26.2 0,004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0,001 0,000 0000 0001 0000 0001 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0004 0003 0004 0003 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
11.m0j26.3 0005 0,007 0007 0005 0005 0007 0007 0005 0007 0001 0,001 0001 0002 0001 0002 0001 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
12.mo0j26.4 0,004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0000 0,001 0,000 0,001 0000 0001 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0004 0003 0004 0003 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
13.m0j26.8 0004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0000 0001 0000 0001 0,000 0001 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0004 0003 0004 0003 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
14.m0j26.9 0005 0,007 0007 0005 0005 0007 0007 0005 0007 0001 0003 0001 0001 0,001 0002 0001 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0004 0003 0004 0003 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
15.moj26.10 0,004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0000 0001 0000 0000 0001 0001 0,000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0004 0003 0004 0003 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
16.m0j26.11 0005 0,007 0007 0005 0005 0007 0007 0005 0007 0001 0003 0001 0001 0003 0001 0001 0,003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
17.m0j26.12 0,004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0000 0001 0000 0000 0001 0000 0001 0,003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0004 0003 0004 0003 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
18.moj30.1 0005 0,007 0007 0005 0005 0007 0007 0005 0007 0007 0008 0007 0007 0008 0007 0008 0007 0002 0,002 0001 0001 0001 0001 0001 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
19.mo0j30.2 0,005 0,007 0007 0005 0005 0007 0007 0005 0007 0007 0008 0007 0007 0008 0007 0008 0007 0003 0,002 0,001 0001 0001 000l 0001 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
20.moj30.3 0,005 0,007 0007 0005 0005 0007 0007 0005 0007 0007 0008 0007 0007 0008 0007 0008 0007 0003 0003 0,001 0001 0001 0001 0001 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
21.moj30.4 0004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0005 0007 0005 0005 0007 0005 0007 0005 0001 0001 0001 0000 0,000 0,000 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
22.moj30.5 0,004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0005 0007 0005 0005 0007 0005 0007 0005 0001 0001 0001 0000 0,000 0,000 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
23.moj30.8 0004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0005 0007 0005 0005 0007 0005 0007 0005 0001 0001 0001 0000 0000 0,000 0,000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
24.m0j30.9 0,004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0005 0007 0005 0005 0007 0005 0007 0005 0001 0001 0001 0000 0000 0,000 0000 0,003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
25m0j30.10 0,004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0005 0007 0005 0005 0007 0005 0007 0005 0001 0001 0001 0000 0000 0000 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0004 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
26.moj01.1 0004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0008 0010 0008 0008 0010 0008 0010 0008 0007 0007 0007 0005 0005 0005 0005 0005 0002 0001 0000 0001 0000 0002 0002 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
27.moj01.2 0,007 0,008 0,008 0007 0007 0008 0008 0007 0008 0011 0,012 0011 0011 0012 0011 0012 0011 0,010 0,010 0010 0008 0008 0008 0008 0008 0003 0,002 0,002 0,002 0002 0003 0003 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006 0,006
278.moj01.3 0005 0,007 0007 0005 0005 0007 0007 0005 0007 0010 001 0010 0010 0011 0010 0011 0010 0008 0008 0008 0007 0007 0007 0007 0007 0001 0004 0001 0002 0001 0002 0003 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
29.moj01.4 0,004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0008 0010 0008 0008 0010 0008 0010 0008 0007 0007 0007 0005 0005 0005 0005 0005 0000 0003 0,001 0,001 0,000 0,002 0002 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006 0,006
30.moj01.5 0005 0,007 0007 0005 0005 0007 0007 0005 0007 0010 0011 0010 0010 0011 0010 00l 0010 0008 0008 0008 0007 0007 0007 0007 0007 0001 0004 0003 0001 0001 0002 0003 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
31.moj01.7 0,004 0,005 0005 0004 0004 0005 0005 0004 0005 0008 0010 0008 0008 0010 0008 0010 0008 0007 0007 0007 0005 0005 0005 0005 0005 0000 0003 0,001 0,000 0,001 0,002 0,002 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
32.moj01.10 0,007 0,008 0,008 0007 0007 0008 0008 0007 0008 0011 0,012 0011 0011 0012 0011 0012 0011 010 0,010 0010 0008 0008 0008 0008 0008 0003 0005 0004 0003 0004 0003 0,003 0,006 0,006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006 0,006
33.mojo1.11 0008 0010 0010 0008 0008 0010 0010 0008 0010 0012 0014 0012 0012 0014 0012 0014 0012 0011 0011 0011 0010 0010 0010 0010 0010 0004 0007 0005 0004 0005 0004 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
34.aril7.1 0,030 0,032 0029 0030 0030 0032 0032 0030 0032 0034 003 0034 0034 0036 0034 0036 0034 0034 0034 0034 0033 0033 0033 0033 0033 0033 0036 0034 0033 0034 0033 0036 0034 0,003 0,002 0002 0002 0002 0002 0002 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0,003
35.ari17.2 0027 0029 0026 0027 0027 0029 0029 0027 0029 0032 0033 0032 0032 0033 0032 0033 0032 0032 0032 0032 0030 0030 0030 0030 0030 0030 0033 0032 0030 0032 0030 0033 0032 0005 0002 0002 0002 0002 0002 0002 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003
36.aril7.3 0,026 0027 0025 0026 0026 0027 0027 0026 0027 0030 0032 0030 0030 0032 0030 0032 0030 0030 003 0030 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0032 0030 0029 0030 0029 0032 0030 0004 0004 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,003 0,003 0,003 0003 0003 0003 0,003
37.aril7.4 0027 0029 0026 0027 0027 0029 0029 0027 0029 0032 0033 0032 0032 0033 0032 0033 0032 0032 0032 0032 0030 0030 0030 0030 0030 0030 0033 0032 0030 0032 0030 0033 0032 0003 0003 0001 0000 0,001 0000 0000 0003 0002 0002 0002 0003 0003 0002
38.aril7.5 0027 0029 0026 0027 0027 0029 0029 0027 0029 0032 0033 0032 0032 0033 0032 0033 0032 0032 0032 0032 0030 0030 0030 0030 0030 0030 0033 0032 0030 0032 0030 0033 0032 0003 0003 0001 0000 0001 0,000 0000 0003 0002 0002 0002 0003 0003 0002
39.aril7.6 0,029 0030 0027 0029 0029 0030 0030 0029 0030 0033 0034 0033 0033 0034 0033 0034 0033 003 003 0033 0032 0032 0032 0032 0032 0032 0034 0033 0032 003 0032 0034 003 0004 0004 0003 0001 0001 0,001 0,001 0,003 0,003 0,003 0003 0003 0003 0,003
40.aril7.7 0027 0,029 0026 0027 0027 0029 0029 0027 0029 0032 0033 0032 0032 0033 0032 0033 0032 0032 0032 0032 0030 0030 0030 0030 0030 0030 0033 0032 0030 0032 0030 0033 0032 0003 0003 000l 0000 0000 0001 0000 0,003 0002 0002 0002 0003 0003 0002
4l.aril7.8 0,027 0029 0026 0027 0027 0029 0029 0027 0029 0032 0033 0032 0032 0033 0032 003 0032 0032 0032 0032 0030 0030 0030 0030 003 0030 003 0032 0030 0032 0030 0033 0032 0003 0003 0001 0000 0000 0001 0000 0,003 0,002 0,002 0002 0003 0003 0,002
42.aril8.1 0027 0,029 0026 0027 0027 0029 0029 0027 0029 0030 0032 0030 0030 0032 0030 0032 0030 0032 0032 0032 0030 0030 0030 0030 0030 0030 0033 0032 003 0032 0030 0033 0032 0008 0008 0007 0005 0005 0007 0005 0005 0,001 0,001 0001 0002 0002 0,001
43.ari18.2 0,026 0,027 0025 0026 0026 0027 0027 0026 0027 0029 0030 0029 0029 0030 0029 0030 0029 030 0,030 0,030 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0032 0030 0029 0030 0029 0032 0030 0007 0007 0005 0004 0004 0005 0004 0004 0,001 0,000 0,000 0,001 0,001 0,000
44.ari18.3 0,026 0,027 0025 0026 0026 0027 0027 0026 0027 0029 0030 0029 0029 0030 0029 0030 0029 0,030 0030 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0032 0030 0029 0030 0029 0032 0030 0007 0007 0005 0004 0004 0005 0004 0004 0001 0000 0,000 0,001 0,001 0,000
45.ari18.5 0026 0,027 0025 0026 002 0027 0027 002 0027 0029 0030 0029 0029 0030 0029 0030 0029 0030 0,030 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0032 0030 0029 0030 0029 0032 0030 0007 0007 0005 0004 0004 0005 0004 0004 0001 0000 0,000 0,001 0,001 0,000
46.ari18.6 0,027 0,029 0026 0027 0027 0029 0029 0027 0029 0030 0032 0030 0030 0032 0030 0032 0030 0,032 0032 0030 003 0030 0030 003 0030 003 0032 0030 0032 003 0033 0032 0008 0008 0007 0005 0005 0007 0005 0005 0003 0001 0001 0001 0,002 0,001
47.ari18.10 0027 0,029 0026 0027 0027 0029 0029 0027 0029 0030 0032 0030 0030 0032 0030 0032 0030 0032 0032 0030 0030 0030 0030 0030 0030 0033 0032 0030 0032 0030 0033 0032 0008 0008 0007 0005 0005 0007 0005 0005 0003 000l 0001 0001 0003 0,001
48.aril8.11 0,026 0,027 0025 0026 0026 0027 0027 0026 0027 0029 0030 0029 0029 0030 0029 0030 0029 0030 0030 0030 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0032 0030 0029 0030 0029 0032 0030 0007 0007 0005 0004 0004 0005 0004 0004 0001 0000 0000 0000 0001 _0.001
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Apéndice B

Tabela 1. Divergéncia evoluciondria (distancia p) entre as sequéncias de fruitless. Erro padrdo ¢ mostrado acima da diagonal, em azul.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47
1.Dmoj 0,000 0,000 0000 0002 0000 0002 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0007 0006 0006 0006 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005
2.moj22.1 0,000 0,000 0,000 0002 0000 0002 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0007 0006 0006 0006 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005
3.moj22.5 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,002 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0007 0006 0006 0006 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005
4.moj22.8 0,000 0,000 0,000 0,002 0000 0002 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0007 0006 0006 0006 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005
5.moj22.9 0,002 0,002 0002 0,002 0,002 0,000 0,004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
6.m0j22.10 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,002 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0006 0006 0006 0006 0007 0006 0006 0006 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005
7.moj22.12 0,002 0,002 0,02 0002 0000 0,002 0,004 0,004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0005 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
8.moj26.1 0,006 0,006 0006 0006 0008 0006 0,008 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
9.m0j26.2 0006 0,006 0006 0006 0008 0006 0008 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
10.m0j263 0,006 0,006 0006 0006 0008 0006 0008 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
11.moj26.4 0,006 0,006 0,006 0006 0008 0006 0008 0000 0000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
12m0j26.6 0,006 0,006 0006 0006 0008 0006 0008 0000 0000 0000 0000 0,000 0,000 0000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
13moj26.8 0,006 0,006 0,006 0006 0008 0006 0008 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0,000 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
14moj.269 0,006 0,006 0,006 0006 0008 0006 0008 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0,003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0,006
15.m0j26.10 0,006 0,006 0,006 0006 0008 0006 0008 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
16.moj30.1 0006 0,006 0,006 0006 0008 0006 0008 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0,003 0,003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0003 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
17.m0j303 0,010 0010 0010 0010 0013 0010 0013 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
18.moj304 0,010 0010 0010 0010 0013 0010 0013 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
19.m0j30.9 0,010 0010 0010 0010 0013 0010 0013 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
20moj30.10 0,010 0,010 0010 0010 0013 0010 0013 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0000 0,000 0000 0000 0,000 0000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
21moj30.11 0,010 0010 0010 0010 0013 0010 0013 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0000 0000 0000 0,000 0,000 0,000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
22moj30.14 0,010 0010 0010 0010 0013 0010 0013 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
23moj30.15 0,010 0010 0,010 0010 0013 0010 0013 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0004 0,004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006
24moj0l3 0006 0006 0006 0006 0008 0006 0008 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0,008 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007
25.moj01.7 0,006 0,006 0,006 0006 0008 0006 0008 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0,007
26.moj01.8 0,006 0,006 0,006 0006 0008 0006 0008 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0,007
27.moj01.10 0,006 0,006 0006 0006 0008 0006 0008 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0000 0000 0000 0000 0,000 0000 0000 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007
28moj0l.11 0,006 0,006 0,006 0006 0008 0006 0008 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0,007
29.moj01.12 0,006 0,006 0006 0006 0008 0006 0008 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007
30.moj0l1.14 0,006 0,006 0,006 0,006 0008 0006 0008 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0008 0008 0008 0008 0008 0,008 0008 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,007 0,007 0,007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0,007
31moj0l.1s 0,006 0006 0006 0006 0008 0006 0008 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0008 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007 0007
32aril7.5 0023 0023 0023 0023 0025 0023 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0000 0,000 0,000 0002 0000 0000 0000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004
33.aril7.7 0,023 0023 0023 0023 0025 0023 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0000 0000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0,004 0,004
34.aril7.9 0023 0023 0023 0023 0025 0023 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0000 0,000 0000 0,002 0000 0000 0000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0,004
35.aril7.10 0,023 0023 0023 0023 0025 0023 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0,000 0000 0000 0,002 0,000 0,000 0000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0,004 0,004
36aril7.12 0025 0025 0025 0025 0027 0025 0027 0027 0027 0027 0027 0027 0027 0027 0027 0031 0031 003 0031 0031 0031 0031 003 0027 0027 0027 0027 0027 0027 0027 0027 0002 0002 0002 0002 0002 0002 0002 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0,004
37.aril7.14 0,023 0023 0023 0023 0025 0023 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0000 0000 0000 0000 0002 0,000 0,000 0,004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0,004
38.aril7.15 0,023 0,023 0023 0023 0025 0023 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0000 0000 0000 0000 0002 0000 0,000 0,004 0,004 0004 0004 0004 0004 0004 0,004
39aril7.16 0023 0023 0023 0023 0025 0023 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0029 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0025 0000 0000 0000 0000 0002 0000 0000 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004 0004
40.aril8.1 0017 0017 0017 0017 0019 0017 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0008 0008 0008 0008 0010 0008 0008 0008 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0,000
4l.aril8.2 0017 0017 0017 0017 0019 0017 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0008 0008 0008 0008 0010 0008 0008 0008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000
42.aril8.3 0,017 0017 0017 0017 0019 0017 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0008 0008 0008 0008 0010 0008 0008 0008 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
43.aril84 0017 0017 0017 0017 0019 0017 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0008 0008 0008 0008 0010 0008 0008 0008 0000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
44.aril18.5 0017 0017 0017 0017 0019 0017 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0008 0008 0008 0008 0010 0008 0008 0008 0000 0000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000
45.ari18.7 0,017 0017 0017 0017 0019 0017 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0008 0008 0008 0008 0010 0008 0008 0008 0000 0000 0000 0000 0,000 0,000 0,000
46.ari18.8 0017 0017 0017 0017 0019 0017 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0019 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0023 0008 0008 0008 0008 0010 0008 0008 0008 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0,000
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