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REsSumoO

As mudancas de hospedeiro observadas no grupo repleta de Drosophila, no qual o estado de
carater ancestral é o uso de cactos do género Opuntia como sitios de hospedagem e reproducéo,
para 0 uso de cactos colunares quimicamente mais complexos em diversas espécies, envolveu
a evolucéo de proteinas quimiossensoriais que habilitassem a localizagéo e reconhecimento do
sitio hospedeiro. Os processos evolutivos e o papel da selecdo natural positiva nesse processo
adaptativo sdo ainda pouco explorados. Utilizando genes quimiossensoriais de proteinas de
ligacdo odorante (Obps) e receptores odorantes (Ors) para representantes do grupo repleta, foi
possivel identificar sitios com assinaturas de selecdo positiva em cerca de 84% dos genes Obp
e 79% dos genes Or analisados. Analises sobre a localizacdo desses sitios na estrutura dessas
proteinas permitiu identificar padrdes de substituicdo de aminoacidos que provavelmente
afetaram a transducéo do sinal nos receptores ORs e o reconhecimento das moléculas odorantes
por OBPs. Os resultados deste estudo suportam o papel da selecdo positiva na evolugéo de
genes quimiossensoriais cujos produtos proteicos atuam na localizacdo do hospedeiro em

especies cactofilicas.

Palavras-chaves: espécies cactofilicas; mudanca de hospedeiro; proteinas de ligacdo odorante;

receptores odorantes, assinaturas de selecéo



ABSTRACT

The host changes observed in the repleta group of Drosophila, in which the ancestral character
state is the use of cacti of the genus Opuntia as hosting and reproduction sites, for the use of
chemically more complex columnar cacti in several species, involved the evolution of
chemosensory proteins that enable localization and recognition of the host site. Evolutionary
processes and the role of positive natural selection in this adaptive process are still poorly
explored. Using chemosensory genes of odorant binding proteins (Obps) and odorant receptors
(Ors) for representatives of the repleta group, it was possible to identify sites with positive
selection signatures in about 84% of the Obp genes and 79% of the Or genes analyzed. Analysis
of the location of these sites in the structure of these proteins allowed us to identify patterns of
amino acid substitution that probably affected signal transduction at OR receptors and the
recognition of odorant molecules by OBPs. The results of this study support the role of positive
selection in the evolution of chemosensory genes whose protein products act on host

localization in cactophilic species.

Keywords: cactophilic species; host change; odor binding proteins; odorant receptors, selection

signatures.
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1 INTRODUCAO

A especializacdo a hospedeiros € um processo capaz de levar a especiacdo
ecoldgica (BOUGHMAN, 2002), e a radiagdo do grupo repleta de Drosophila com mudanca
de hospedeiro, e consequente adaptacao, evidencia tal processo (MARKOW, 2019).

Mudangas no habitat, no clima, aumento ou diminuicdo na predacdo e/ou
competicdo, e mudancgas na disponibilidade de recursos, interferem diretamente na intima
relacdo inseto-hospedeiro, forcando muitas vezes o deslocamento geografico do inseto e
localizacdo de outra planta hospedeira. Um novo hospedeiro implica em novas adaptacgdes, que
vao garantir a sobrevivéncia do inseto nesse novo contexto, reveladas em sua morfologia
(tamanho, cor), fisiologia (sistema sensorial, mecanismos de desintoxicacdo) e em seu
comportamento (preferéncia pelo hospedeiro, acasalamento) (DATE, 2013; ETGES, 1998;
FEDER, 1998; MIYATAKE; SHIMIZU, 1999; DEKKER, 2006). Essas recentes adaptacdes
definem a especializacdo a um hospedeiro, que séo entdo favorecidas pela selecdo natural a fim
de garantir uma maior aptiddo (DATE, 2013; JAENIKE, 1978). Um subproduto ou
consequéncia direta dessas novas adaptacOes e especializacGes é a evolucdo das barreiras
reprodutivas (HANSON, 2019) decorrentes da acdo da selecdo divergente que poderao resultar
em especiacio (DATE, 2013; BOUGHMAN, 2002). E necessario, portanto, assimilar os
mecanismos pelo qual a selecdo divergente age sobre fenotipos diferentes, para que entdo seja

elucidada a especiacéo ecologica.

As evidéncias sobre a origem sul americana do grupo repleta sdo recentes. Tinha-
se a principio que a colonizacdo de Drosophila ocorreu da Asia para 0 Novo Mundo, com
radiacdes importantes durante o Mioceno, e que a regido trans-vulcanica mexicana teria sido o
grande centro de diversificacdo de repleta, tudo isso devido a um maior conhecimento de
especies do grupo nos EUA e Meéxico (OLIVEIRA et al, 2012; PATTERSON; STONE, 1952;
THROCKMORTON, 1975). Contudo, apds um aumento de coletas na América do Sul, a real
diversidade de repleta comecou a ser desvendada, e mais pecas sobre a origem do grupo foram
encaixadas (OLIVEIRA et al, 2012). Igualmente, a origem dos cactos hospedeiros foi limitada
a América do Norte, particularmente em razdo de uma alta diversidade e endemismo de cactos
colunares mexicanos, com o sul do México representando um centro mais recente de radiagao
dessas espécies (OLIVEIRA et al, 2012). No entanto, analises filogenéticas e sistematicas mais

atuais de cactos pertencentes a familia Opuntioideae, apontam a origem sul-americana dessas
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plantas, além de uma divergéncia tardia na América do Norte (GRIFFITH; PORTER, 2009;
NYFFELER; EGGLI, 2010).

O mapeamento da distribuicdo geogréfica tanto das espécies do grupo repleta
quanto de seus cactos hospedeiros demonstra uma grande representatividade de subgrupos
desses drosofilideos entre o norte e o sul do continente americano, além de sugerir eventos de

dispersdo intercontinental através do istmo do Panama (OLIVEIRA et al, 2012).

A revelacdo da real diversidade de abundancia das espécies do grupo repleta na
América do Sul, combinada com a origem de seus cactos hospedeiros, indicam a origem sul-
americana do grupo. Os dados biogeogréficos e historicos indicam a origem tanto de repleta
guanto de seus cactos em meados do Mioceno, na entdo seca e isolada América do Sul. A
diversificacdo de ambos foi seguindo ao norte, a medida que o continente avancava,
colonizando assim as ilhas caribenhas e a América do Norte. Concomitantemente, o sitio
reprodutivo de repleta de flores e frutos tropicais, de diferentes formas, foi sendo substituido

para cactos como Opuntia, donos de folhas planas (OLIVEIRA et al, 2012).

Confinado ao Novo Mundo, o grupo repleta divergiu de seu grupo irméao virilis
ha cerca de 21 Mya (million years ago - milhdoes de anos atréas), e diversificou dentro do préprio
grupo hé cerca de 16 Mya. Representando uma das maiores radiagdes em Drosophila, supde-
se que o grupo tenha aparecido depois do surgimento dos principais grupos de cactos, devido a
elevacdo andina ha cerca de 17 Mya, quando o interior do continente fez-se mais seco e quente.
A radiacdo entre o complexo mulleri norte-americano e buzzatii sul-americano é datado de
aproximadamente 11,3 Mya (OLIVEIRA et al, 2012). Baseando-se na distribui¢do atual dos
géneros ancestrais de cactos, concluiu-se que possivelmente a origem dentro das subfamilias
Opuntoideae, Cactoideae e Pereskioideae, e seu centro de radiacdo seriam as terras aridas do
Peru e da Bolivia (OLIVEIRA et al., 2012; EDWARDS et al., 2005).

A divergéncia do grupo repleta no Novo Mundo envolveu diversas adaptacoes,
dentre elas, as relacionadas com a realizagdo do ciclo de vida se mostram como sendo uma das
mais bem-sucedidas. A grande maioria dos representantes do grupo repleta estdo intimamente
associados a cactos, utilizando-os como sitios de reproducao/hospedagem. Essas espécies ditas
saprofagas (RANE et al, 2019) sdo cactofilicas, por se alimentarem e se reproduzirem em
tecidos de cactos em decomposicdo (RUIZ; HEED, 1988; RUIZ, 1990). Ap6s um mapeamento
de 65 espécies deste grupo, associando a filogenia das espécies ao uso do cacto hospedeiros,

observou-se a utilizagdo comum do cacto Opuntia em toda a filogenia, a alteracdo independente
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de escolha para cactos colunares e a existéncia de espécies polimorficas que utilizam ambos os
tipos de cactos. Concluiu-se a partir da distribuicdo do uso dos dois tipos de cactos que, a
utilizacdo de Opuntia é uma condicdo considerada basal, e a diversificacdo para cactos

colunares, quimicamente mais complexos, um estado derivado (OLIVEIRA et al., 2012).

A transicao de hospedeiro para cactos colunares ocorreu inimeras vezes ao longo
da filogenia de clados norte e sul-americanos do grupo repleta. A grande maioria das espécies
desse grupo sdo especialistas, ja que utilizam os tecidos necréticos dos cactos para alimentacdo
e reproducdo. Por outro lado, Drosophila hydei e Drosophila repleta sdo exemplos de espécies
generalistas, ja que utilizam frutas, vegetais podres e fezes de animais, além dos cactos (RANE
et al., 2019). Para elucidar tal mudanca, tomemos como exemplo, dois subgrupos de espécies
dentro do grupo repleta: mercatorum e mulleri, o qual é subdividido em complexos. No
subgrupo mercatorum, o segundo mais basal na filogenia de repleta, todas as trés espécies que
0 compdem, utilizam exclusivamente Opuntia. J& no subgrupo mulleri, no complexo mulleri,
encontram-se espécies que utilizam exclusivamente Opuntia, como a espécie mais basal do
complexo, D. navojoa, e duas outras espécies, D. arizonae e Drosophila mojavensis, que sdo
polimérficas e utilizam tanto Opuntia quanto cactos colunares. Contudo, nesse subgrupo, cada
uma das quatro subespécies de D. mojavensis utilizam Opuntia, mas usam preferencialmente
cactos colunares, com uma particularidade, exclusivamente um Unico tipo de cacto colunar: D.
m. sonorensis utiliza o cacto colunar “6rgdo de tubo” (Stenocereus thurberi); D. m. mojavensis
utiliza o “cacto-barril” (Ferocactus cylindraceus); D m. wrigleyi utiliza cacto tipo “pera-
espinhosa” (Opuntia spp.) e D. m. baja utiliza o cacto agria (S. gummosus). Por outro lado, do
complexo buzzatti do subgrupo mulleri, nove das dez espécies sdo polimorficas assim como D.
buzzatti (FELLOWS; HEED, 1972; JENNINGS; ETGES, 2010; MARKOW; HOCUTT, 1998;
RUIZ; HEED, 1988).

A mudanca de hospedeiro geralmente se da entre hospedeiros filogeneticamente
mais proximos (TILMON, 2008; DATE, 2013), o que ndo necessariamente significa uma maior
similaridade quimica entre as plantas (DATE, 2013). Apesar disso, varios subgrupos
pertencentes ao grupo repleta foram capazes de superar diversas adversidades, como a presenca
de metabolitos toxicos, e invadir desertos neotropicais, comumente indspitos para outros
representantes de Drosophila (WASSERMAN, 1982; HASSON, 2019).

A intima e bem-sucedida associagéo entre planta e inseto se da pela interacédo entre

caracteristicas fisico-quimicas da planta, que determinam a adequacdo do inseto a ela, e as



16

caracteristicas do inseto (RUIZ; HEED, 1988). Esses insetos, ditos fito6fagos, acabam se
especializando e apresentam adaptacOes para com o hospedeiro em sua fisiologia, morfologia
e comportamento, que sdo favorecidas pela selecdo natural e garantem um maior valor
adaptativo (FOGLEMAN; ABRIL; 1990; FUTUYAMA; MORENO, 1988; JAENIKE, 1978).
A oviposicdo é garantida por dois atributos principais relacionados a planta: localizagdo e
adequacgdo. Como j& comentado, a adequacdo depende das caracteristicas fisico-quimicas da
planta, que diferem principalmente na quantidade de nitrogénio e agua, componentes
estritamente relacionados com as taxas de crescimento larval; além de metabolitos secundéarios
que auxiliam na localizacdo do hospedeiro pelo inseto; ou apresentar elevados niveis de
toxicidade. A localizacdo do hospedeiro esta associada tanto a aparéncia e abundancia da planta,

guanto a sensibilidade e ao comportamento do inseto (RUIZ; HEED, 1988).

A utilizacdo de cactos como hospedeiros por espécies de Drosophila, resultou no
surgimento de adaptagdes que refletem a especificidade para com esses organismos. Os cactos
apresentam desafios aos insetos como a presenca ou ndo de fitoquimicos tdxicos em seus
tecidos necréticos (FOGLEMAN; ABRIL; 1990), além de serem encontrados em ambientes
aridos e semiaridos, sendo o estresse hidrico, consequéncia das altas temperaturas, uma pressao
seletiva importante. Exemplificando, foi demonstrado que a presenca de glicosideos
triterpénicos em cactos, resultou em uma significativa reducéo de aptiddo de D. mojavensis e
Drosophila nigrospiracula e inibiu o crescimento de algumas leveduras e bactérias (KIRCHER,
1977; STARMER et al., 1980; PHAFF et al., 1985; FOGLEMAN; ARMSTRONG, 1989).
Tem-se também que um dos principais componentes do cacto agria, o esterol macdougallin, €
responsavel pela inibicdo do desenvolvimento larval em insetos (CESPEDES et al. 2005;
MATZKIN, 2006).

O surgimento de uma alternativa a Opuntia e a consequente migracdo para esse
novo hospedeiro implicou em diversas novas adaptacoes, que possibilitaram aos representantes
cactofilicos de repleta superar os desafios fisico-quimicos que 0s cactos colunares apresentam.
Quando comparado aos cactos colunares, Opuntia possui um maior teor de agua e apresenta
niveis significativos de agucares livres como glicose, frutose e galactose, ausentes nos colunares
(RUIZ; HEED, 1988). A presenca dos acucares livres estd correlacionada com um menor
tempo de desenvolvimento larval, pois eles servem como fonte primaria de carbono ou fonte
energética que permitem o crescimento microbiano (BRAZNER et. al, 1984). Ja os cactos
colunares produzem metabdlitos secundarios como alcaldides, glicosideos de triterpeno, acidos

graxos e fitosterdis, muitos tdxicos para as larvas de algumas espécies de Drosophila,
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implicando em mais algumas adaptacdes que garantam a sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo
(RUIZ; HEED, 1988).

A decomposicdo dos tecidos dos cactos realizada pelos microorganismos,
bactérias e leveduras (HASSON et al., 2019), principalmente sobre os acucares, resulta em
produtos volateis que estdo, ao que tudo indica, relacionados com a selecdo dessas plantas
hospedeiras (FOGLEMAN, 1982). Outros produtos da fermentacdo incluem ésteres, &cidos
graxos e alcoois com peso molecular baixo. As concentra¢des e composicdo desses produtos
volateis variam a cargo de diversos fatores como altas concentragdes de glicose e ramnose
(acUcares importantes na producdo de volateis), assim como a temperatura (FOGLEMAN;
ABRIL; 1990), espécie de cacto, idade do tecido, umidade (DATE, 2013), além do
conjunto/diversidade de microorganismos que variam sazonalmente e entre cactos
(FOGLEMAN; ABRIL; 1990). A presenca de xenobi6ticos, especialmente alcaldides, é uma
das razdes que definem a especificidade da relacdo planta-hospedeiro. Diferentes estudos
demonstram que os alcaldides de feniletilamina, como mescalina e tricocerina, presentes do
cacto colunar Trichocereus terscheckii, sdo mais prejudiciais a D. buzzatti promovendo um
baixo desempenho da mosca nesse hospedeiro, do que para sua espécie criptica Drosophila
koepferae. Esses alcaloides foram também encontrados em espécies pertencentes ao género
Trichocereus, como T. panachanoi, e no peiote (Lophophora williamsii) (HASSON, 2019;
CORIO et al. 2013; PADRO et al. 2014; SOTO et al. 2014).

O estabelecimento da relagdo entre o inseto e seu sitio de hospedagem se inicia
com a identificacdo da planta hospedeira, realizada pelo reconhecimento e discriminacdo dos
volateis produzidos pelos cactos hospedeiros, detectados pelo sistema olfativo (DATE, 2013).
Em Drosophila, o sistema olfativo esta circunscrito ao palpo maxilar e ao terceiro segmento
antenal (STOCKER, 1994), onde estdo localizadas as sensilas olfativas, estruturas contendo o0s
dendritos dos neurénios olfativos banhados em linfa (Figura 1). E pela ativagio dos neurdnios
sensoriais olfativos (OSNs) que se desenrola a codificacdo olfativa: os odorantes adentram a
sensila através de seus poros na parede cuticular, se dissolvem na linfa que contém proteinas de
ligagédo odorante (OBPs) e assim ativam 0s OSNs (SMITH, 2001). As antenas acomodam cerca
de 1.200 OSNs, enquanto os palpos maxilares abrigam por volta de 120 (STOCKER, 1994). Os
OSNs, em sua maioria, expressam um receptor olfativo (OR), que véo receber os odorantes das
OBPs, e um co-receptor Orco, envolvido no ajuste e localizagdo dos ORs nos dendritos, além
de estar envolvido na transducéo de sinal (LARSSON et al. 2004; SATO et al. 2008; WICHER
et al. 2008; DATE, 2013).
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Figura 1. Sistema olfativo de Drosophila (Modificado de BENTON; DAHANUKAR, 2011) ;
Seccéo Longitudinal de Sensila multiporosa (Modificado de GRAY,1960)

Modifica¢bes na estrutura proteica de OBPs, ORs e até mesmo de receptores
ionotrépicos (IRs), podem alterar a capacidade de deteccdo de alguns odores, devido as
diferencas nos mecanismos de transducao de sinal e propriedades de ligacdo dos receptores
(McBRIDE; ARGUELLO, 2007; ROLLEMANN et al, 2010). A especificidade de D. sechellia
para com seu hospedeiro, o fruto da planta morinda, que € tdxico para outras espécies de
Drosophila, foi vinculada ao aumento de expressdo de Or22a, responsavel pelas respostas a
alguns odorantes do fruto dessa planta (KOPP et al. 2008; DATE, 2013). STORKHULL et al.
(2005) mostrou como a expressdo incorreta de Or43a pode afetar o comportamento de D.

melanogaster em evitar benzaldeido.

As Obps correspondem a uma familia com mais de 50 genes polimdrficos
expressos nas mais variadas sensilas, que evoluiram por duplicacédo, perda e selecdo dos genes.
Sdo pequenas proteinas globulares (entre 135-220 aminoacidos), organizadas em agrupamentos
(cluster), com seis cisteinas conservadas, sintetizadas pelas células acessorias instaladas a volta
dos neurdnios, e que formam a maioria das proteinas constituintes da linfa dos insetos. Essas
proteinas podem estar envolvidas com algumas fungdes como inativacdo de estimulos e no
estabelecimento do codigo olfativo, também como outras funcdes fisioldgicas, j& que ndo estdo

restritas aos tecidos olfativos e gustativos. Sua principal incumbéncia é a de ligar as moléculas
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odoriferas nos poros das sensilas quimiossensoriais, e transporta-las até os receptores olfativos
(ORs) (SANCHEZ-GRACIA; ROZAS, 2008; MARKOW, 2019; JOHNSTUN, 2021).

A deteccéo de odor pelas OBPs acontece de forma combinatoria, onde uma unica
OBP afeta as respostas de multiplos odores, e um Gnico odorante é detectado por mais de uma
OBP (SWARUP et al. 2011). Acetofenona, benzaldeido, hexanol sdo alguns dos compostos
conhecidos por possuirem afinidade com OBPs (WANG et al. 2007; ARYA et al. 2010; WANG
et al. 2010; SWARUP et al. 2011). Obp76a, ou LUSH, est4 associada a respostas aos odorantes
de benzaldeido ou etanol, e a falta dessa proteina priva a identificacdo desses compostos (KIM
et. al, 1998; WANG et al. 2001; HEKMAT-SKAFE, 2002).

Os Ors pertencem a uma familia contando com mais de 60 membros (MARKOW,
2019), que podem ser encontrados por todo o genoma (VIEIRA et. al, 2007). Sao receptores
com dominios transmembrana, constituidos por cerca de 400 residuos de aminoacidos, e que
também evoluiram por duplicacdo, perda e selecdo (GOU; KIM, 2007). E interessante notar o
tamanho dessa familia em Drosophila em comparacao a outros organismos, ja que se estima
cerca de 100 Ors em peixes (NGAI et al. 1993) e cerca de 1.000 em camundongos e ratos
(MOMBAERTS, 1999). Seu principal encargo é receber a molécula odorante das OBPs,
transmitir a informac&o para o sistema nervoso, para que assim o odor possa ser reconhecido e
desse modo detectar o ambiente. Os estimulos quimicos externos reconhecidos sdo
primeiramente transformados em pulsos elétricos, em seguida sdo retransmitidos e processados
pelo sistema nervoso (GUO; KIM, 2015; MARKOW, 2019).

As populacbes de D. mojavensis do deserto de Mojave (California, América do
Norte) sdo um excelente exemplo para demonstrar a especificidade e funcionamento desses
receptores. A expressdo de Or71a e Ord6a aumentam, ja que ambos receptores estdo associados
com 4-propilfenol e 4-metilfenol, aromaticos esses muito presentes em cactos de barril
(Opuntia), hospedeiro de D. mojavensis. Observa-se, por conseguinte, um aumento na
expressao de Ors sensiveis a aromaticos, e uma diminuicao de receptores odorantes sensiveis a
ésteres e alcoois, como Or42a, Or47b e Or59b e Or85a (DATE, 2013).

Por oferecer grandes vantagens adaptativas, 0s genes responsaveis pela
localizacdo da planta hospedeira e que codificam as proteinas de ligacdo odorante e receptores
olfativos devem ter sido alvos de selecdo. Para investigar e demonstrar qual o processo seletivo
atuante sobre esses genes, e adicionalmente seus ortélogos em cada especie, este estudo espera

detectar assinaturas de selecdo positiva (diversificadora) em genes codificantes de proteinas
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associadas a localizacéo do hospedeiro, em espécies do grupo repleta que apresentam variaces
na preferéncia ao uso de cactos pertencentes a diferentes subgrupos: subgrupo hydeli
(Drosophila hydei) e subgrupo mulleri (complexo buzzatii: Drosophila buzzatii e complexo
mulleri: Drosophila mojavensis, Drosophila arizonae e Drosophila navojoa) que além de ainda
utilizarem Opuntia, desenvolveram preferéncia por tipos especificos de cactos colunares
(Figura 2).

Figura 2. Representacdo esquematica adaptada de OLIVEIRA et al. (2012) do uso do hospedeiro nas
espécies do grupo repleta e o grupo externo analisadas neste trabalho. Os cactos hospedeiros discutidos
sdo identificados por cores diferentes; a identificagdo ‘outros’ refere-se a outros substratos, que ndo

sejam cactos.
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N&o ha estudos anteriores usando uma abordagem ampla para analise do processo
seletivo associado aos genes quimioreceptores em espécies cactofilicas como a empregada
neste estudo. Trés trabalhos analisaram o processo seletivo em algumas espécies cactofilicas,
contudo, em abordagens diferentes e utilizando menor nimero de espécies, ou outras classes de
genes. Rane et al. (2019 a), por exemplo, investigaram as mudangas genéticas associadas a
adaptacdo a ambientes aridos utilizando cinco espécies do grupo repleta (D. aldrichi, D.
mojavensis, D. buzzatii, D. repleta e D. hydei), no qual o foco do estudo foi a comparagéo da
ocorréncia de selecdo positiva entre genes ortologos e paralogos, e tambem para genes

codificadores de proteinas associadas as funcdes identificadas pela analise de Gene Ontology
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(GO) em transcriptomas dessas espécies, € ndo a genes especificos. Em um segundo estudo
(RANE et al, 2019 b), incluindo 14 espécies de Drosophila e dentre elas seis cactofilicas, esses
autores analisaram genes codificadores de proteinas detoxificadoras (citocromo P450, GSTs,
esterases, ABCs e UDPs) tendo como foco também a comparacdo entre genes duplicados ou
ndo. J& Diaz et al. (2018), utilizaram parte dos métodos empregados neste trabalho, contudo,
com um ndmero limitado de genes quimiorreceptores, um receptor gustativo (Gr) e trés

receptores odorantes (Or) em apenas duas espécies, D. mojavensis e D. arizonae.

Para testar a hipdtese é que genes que codificam proteinas em espécies que se
adaptaram a utilizacdo de cactos com caracteristicas bioquimicas diferentes, mostram sinais de
terem passado por selecdo positiva foram realizadas analises do processo seletivo buscando
identificar assinaturas de selecdo positiva em genes codificadores de proteinas de ligacéo de
odorantes (OBPs) e receptores olfativos (ORs) que sdo associadas a localizacdo do hospedeiro
em cinco espécies do grupo repleta adaptadas a utilizacéo de sitios de hospedagem e reproducéo

com caracteristicas diferentes.
2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi identificar assinaturas de selecéo positiva em genes que codificam
proteinas associadas a localizacdo do hospedeiro em cinco espécies do grupo repleta adaptadas
a utilizacdo de sitios de hospedagem e reproducao com caracteristicas diferentes. Para isso,
foram formulados os seguintes objetivos especificos:

1. Buscar em bancos de dados publicos sequéncias de genes codificadores de proteinas de
ligacdo de odorantes (OBPs) e receptores olfativos (ORs), relacionadas a funcdo de
localizacdo do hospedeiro em genomas das espécies cactofilicas do grupo repleta D.
mojavensis, D. arizonae, D. navojoa, D. buzzatii e D. hydei, como também em D. virilis

(grupo virilis, grupo externo);

2. Identificar e anotar as CDSs dos genes codificadores das proteinas OBP e OR, e identificar

0s genes ortdlogos entre seis espécies;

3. Identificar genes paralogos em cada genoma, e exclui-los da analise, de modo a utilizar

nas analises apenas 0s genes ortélogos compartilhados pelas 6 espécies;

4. Caracterizar o processo seletivo (selecdo negativa, positiva ou evolucdo neutra) atuantes

nos genes ortdlogos das duas familias génicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Anotacéao dos Genes

Para se obter as sequéncias do genes que codificam as proteinas OBPs e ORs,
identificadas na literatura (SANCHEZ-GRACIA; ROZAS, 2008; GOU; KIM, 2007) por serem
relacionadas a localizacdo do hospedeiro em espécies de Drosophila, utilizou-se genomas
sequenciados de espécies que mudaram ou ndo a utilizacdo do cacto Opuntia para cactos
colunares: cinco representantes do grupo repleta, sendo eles: D.hydei, D. buzzatii, D.
mojavensis (ZIMIN et al. 2008), D. arizonae (SANCHEZ-FLORES et al., 2016) e D. navojoa
(SANCHEZ-FLORES et al., 2016); e um representante como grupo externo: D. virilis
(MILLER et al., 2018). As anotagdes génicas para estes genomas estao publicas no repositorio
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e foram recuperadas com um script de linguagem de
programacdo BASH desenvolvido no Laboratério de Evolucdo Molecular, que é capaz de obter
apenas a sequéncia codificante (CDS) mais longa de cada Obp e de cada Or, para cada genoma.
Desta forma, foram obtidas uma CDS para cada Obp e Or descrita nestes genomas, exceto para
D. buzzatii, que ndo possui genoma publico no NCBI. Para utilizar o script, primeiramente,
foram recuperados manualmente os IDs disponiveis de Obps e Ors, as CDSs e as sequéncias
traduzidas de cada espécie disponiveis no NCBI. O script filtra os IDs registrados para ambas
classes génicas do arquivo contendo as sequéncias nucleotidicas das CDSs e as CDSs traduzidas
(proteinas codificadas); ao final, tem-se somente as sequéncias codificantes encontradas das

Obps e Ors presentes no genoma de cada espécie.

Para a anotacdo genémica de CDSs para D. buzzatii foi utilizado como referéncia
0 genoma de D. mojavensis, tendo em vista a proximidade filogenética de ambas espécies.
Antes de tudo, foi necessario filtrar as CDSs resultantes tanto das Obps quanto das Ors de D.
mojavensis, para que se tivesse uma lista somente com os IDs de cada gene, sem as sequéncias.
O segundo passo foi obter 0 genoma de D. buzzatii, sequenciado pela Universidade Autbnoma
de Barcelona (UAB), disponivel em seu site (https://dbuz.uab.cat/download.php). Em seguida,
utilizando o genoma total de D. mojavensis como referéncia, alinhou-se 0 genoma D. buzzatii
empregando a ferramenta Liftoff. O Liftoff realiza uma anotacdo gendmica através do
alinhamento dos éxons a fim de potencializar a paridade da sequéncia, ao invés de alinhar os
genomas inteiros, preservando assim a estrutura génica e o transcrito. Utilizando anotagdes em
General Feature Format (GFF) ou General Transfer Format (GTF), foi alinhado genes de um
genoma de referéncia para um genoma alvo (SHUMATE; SALZBERG, 2021). Como o0 genoma
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alinhado pelo Liftoff ndo conta as sequéncias anotadas, e sim suas coordenadas, foi empregado
0 programa Gffread (PERTEA, PERTEA, 2020), para gerar um arquivo com 0 genoma
completo, isto &, com as sequéncias, de D. buzzatii. Esse arquivo final foi entdo filtrado a partir
da lista de IDs de D. mojavensis, obtida logo no inicio, e utilizando a ferramenta seqtk subseq,
as sequéncias CDS de Obps e Ors presentes no genoma de D. buzzatii foram enfim recuperadas.
Seqtk é uma ferramenta capaz de processar sequéncias no formato FASTA ou FASTQ; ja o
subseq € um comando pertencente a ferramenta que extrai as sequéncias do arquivo (SHEN et
al, 2016). Samtools é um conjunto de ferramentas que manipulam alinhamentos, podendo
classifica-los, mescla-los, entre outras funcées (LI, 2011; 2009); e foi utilizada para organizar
as sequéncias pelos seus tamanhos, para que posteriormente manualmente, as isoformas
pudessem ser identificadas com o intuito de selecionar a maior entre elas, em caso de splicing
alternativo, a fim de maximizar a cobertura genémica minimizando redundancia. As maiores
sequéncias entéo foram traduzidas pela Emboss Transeq
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/).

Por fim, todas proteinas de D. buzzatii identificadas como possiveis Obps e Ors
foram submetidas a analise de dominio proteico com a ferramenta C-DART (GEER et al.,
2002), a fim de examinar se estas proteinas teriam o dominio proteico de OBPs e ORs. Com
base nessa filtragem, dois genes Obps foram removidos, LOC6579245 (Obp58b) e
LOC6579191 (Obp50c). Considerou-se proteinas homdlogas as OBPs e as ORs somente as
que apresentaram o maior score de similaridade com o dominio proteico de OBPs e ORs ja
conhecidas.
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Tabela 1. Lista de espécies Drosophila utilizadas neste estudo, classificado em subgénero e grupo, com
seus respectivos sitios hospedeiros de reproducao e hospedagem, assim como 0s numeros de acesso do
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) e a qualidade desses genomas. UAB: Projeto genoma

de D. buzzatii conduzido pela Universidade Autdbnoma de Barcelona.

Espécies Sitios Hospedeiros Acesso do Genoma Scaffolds ~ N50

Grupo repleta

D. hydei polifaga GCA_003285905.2 217 3.367.158
D. arizonae Opuntia, cacto colunares GCA_001654025.1 3.178 26.536.676
D. m. wrigleyi Opuntia GCA_000005175.1 6.841 24.764.193
D. navojoa Opuntia GCA_001654015.2 13.813 389.283

B Principalmente cacto colunar F. B
D. buzzatii . . D. buzzatii UAB 826 1.380.941
cylindraceus, Opuntia
Grupo virilis

D. virilis ritidomas em decomposicéo GCA_007989325.2 45 31.075.311

2.2 Genes ortologos e paralogos

Utilizando todas as sequéncias proteicas anotadas para os genes das Obps e das
Ors, 0s genes ortélogos entre as espécies e paralogos de cada espécie foram preditos por meio
do software OrthoFinder. O Orthofinder fornece uma inferéncia filogenética de ortélogos,
eventos de duplicacdo de genes (paralogos), arvore dos genes e espécies enraizadas, além de
estatisticas comparativas gendmicas (EMMS; KELLY, 2019). Define-se como paralogos 0s
genes gerados por evento de duplicagdo na mesma espécie e ortélogos como 0s genes
originados por evento de especiacdo a partir de um Unico gene presente no ancestral comum
das espécies em questdo (ALTENHOFF; DESSIMOZ, 2012). O software também gera
ortogrupos, que podem ser definidos por agrupamentos de genes que descendem de um Unico

gene ancestral comum de todas as espécies estudadas (WAPINKS et al., 2007).

Para explicar o funcionamento do OrthoFinder, a Figura 3 exemplifica o processo.
O software é executado por comando, direcionando a entrada de um arquivo FASTA por
especie contendo as sequéncias proteicas das espécies de interesse. O algoritmo original do
programa infere os ortogrupos, e utilizando DendroBLAST constroi uma arvore génica nao
enraizada para cada ortogrupo. O algoritmo STAG entéo infere a partir do conjunto de arvores
dos ortogrupos outra arvore de espécies ndo enraizada, que com a utilizagcdo do algoritmo
STRIDE acaba sendo enraizada para que entdo possam ser identificados os eventos de

duplicacdo de genes no conjunto de arvores de ortogrupos. A arvore STAG de espécies
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enraizadas é empregada para enraizar as arvores de ortogrupos, assim essas arvores Sao
enraizadas por um algoritmo hibrido combinado modelo de duplicacdo-perda-coalescente e 0
método de sobreposicao de espécies, para que eventos de duplicacdo e ortdlogos sejam inferidos

e estatisticas comparativas gerais sejam calculadas (EMMS; KELLY, 2019).

Os arquivos FASTA contendo as sequéncias proteicas das OBPs e ORs das sete
espécies foram devidamente separados e o OrthoFinder foi executado no terminal Linux com
um unico comando: orthofinder -f $PATH -S blast, onde -f indica 0 caminho em que 0s arquivos
fastas estdo localizados no ambiente Linux e -S o algoritmo utilizado para as comparagdes
proteicas, no qual o usuério pode optar por Blast ou Diamond, onde Diamond é uma otimizacéao
do Blast e s6 deve ser selecionado em casos de analises que envolvem alto nimero de espécies

(centenas) e alto nimero de sequéncias (milhares).
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Figura 3. Viséo geral do fluxo de trabalho do OrthoFinder. Retirado de (EMMS; KELLY, 2019). A -
Inferéncia dos ortogrupos. B - Inferéncia da arvore génica. C - Inferéncia da arvore de espécies. D -
Enraizamento da arvore de espécies. E - Enraizamento da &rvore génica. F - Inferéncia dos ort6logos e
eventos de duplicacdo pela utilizagdo do algoritmo hibrido + anélise DLC das arvores génicas. G-
llustracdo da tabela de resultados dos genes ortdlogos em cada espécie. H - llustracdo da tabela de

eventos de duplicacdo de genes. | - llustracdo da tabela de estatisticas comparativas gendmicas gerais.
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3.3. Assinaturas de Selecdo Positiva

O papel da selecdo natural no processo de divergéncia funcional de sequéncias ortélogas
pode ser evidenciado por meio do valor ® (6mega), uma estimativa do processo evolutivo
atuante sobre sequéncias génicas decorrente da razao entre as substituicdes ndo sindnimas (Ka)
e as substituicdes sinonimas (Ks) (o =Ka/Ks) que se acumularam ao longo do tempo de

divergéncia entre as sequéncias nucleotidicas de genes. Os valores de ® positivos (w>1)
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indicam que a selecdo natural atua de forma a fixar maior nimero de substituicGes de
aminoacidos do que sindnimas, ocorrendo em condigdes favoraveis para a fixacdo dessas
substituicdes chamada, entdo, de selecdo positiva ou diversificadora. Ja os valores de ®
negativos (o<1) evidenciam que as substitui¢des de aminoacidos sdo desvantajosas, ocorrendo
assim maior fixagdo de substituicGes nucleotidicas sindbnimas do que ndo sinbnimas, indicando
a forca de selecdo natural negativa ou purificadora, que resulta na conservacdo das sequéncias
de aminodcidos. J& quando a evolucdo € neutra, espera-se que as taxas de substituicdes

sindnimas e ndo sindnimas sejam similares e assim o valor ® seja igual a 1 (KIMURA, 1980).
3.3.1 Testes de Selecdo Par a Par

O teste de selecdo par a par (NEI; GOJOBORY, 1986) é um teste baseado nas
sequéncias de nucleotideos, onde € calculado o valor Ka/Ks entre pares de espécies analisadas.
Os testes foram realizados no software DnaSP6 (ROZAS et al., 2017), a partir das sequéncias
nucleotidicas em FASTA alinhadas no software MEGA7 (KUMAR et al., 2016).

O DnaSP6 estima o nimero de sitios com substituicdes ndo sinbnimas (Ka), sitios
onde ocorreram trocas de nucleotideos e consequente troca de funcdo dos aminoacidos, e 0
namero de sitios com substitui¢bes sindbnimas (Ks), ou silenciosas, sitios onde ocorreram ou
ndo trocas de nucleotideos, mas ndo ocorreram troca de aminoacidos (funcdo). O software
também calcula o valor de Pi (m), diversidade nucleotidica entre duas espécies, e ainda a

extensdo de polimorfismos nas regides codificadoras e ndo codificadoras (ROZAS et al., 2017).
3.3.2 Testes de Selecdo por Sitio

Para identificar a selecdo atuante sobre os genes ortélogos Obp e Or preditos pelo
Orthofinder foram entdo submetidos a testes de selecdo por sitio por meio do software
CODEML, do pacote PAML X (YANG, 2000; YANG, 2007, YANG, 2013), e dos softwares
MEME, FEL e FUBAR do pacote HYPHY (https://www.hyphy.org/), que permitem a
identificacdo dos diferentes valores de ® (Ka/Ks: substituigdes ndo sindnimas/substituigdes
sindnimas), pelo método de YANG e NIELSEN (2000), nos diferentes codons das sequéncias

em analise.
3.3.2.1 PAMLX

O PAMLX ¢é um pacote com programas voltados a andlise filogenéticas de DNA
e sequéncias proteicas utilizando o método maximmum likelihood (ML). Deste pacote foi
utilizado o programa codeML (YANG, 2007, YANG, 2013), o qual utiliza como input as
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sequéncias de nucleotideos e a arvore filogenética das espécies construida com as sequéncias
do gene em analise. As sequéncias de nucleotideos foram alinhadas e a &rvore filogenética foi
construida utilizando o software MEGA7 (KUMAR et al., 2016). O arquivo FASTA das
sequéncias de nucleotideos alinhadas de cada gene foi convertido em um arquivo PML
compativel com o programa, utilizando o software DAMBE (Data Analysis in Molecular
Biology and Evolution) (XIA; XIE, 2001). O arquivo com a arvore filogenética MTSX, output
padrdo do MEGAY, foi convertido em arquivo NEWICK no proprio MEGAT.

Os testes de selecdo por sitio testa as seguintes hipoteses, com o uso dos diferentes
modelos de valores de selegdo para sitios: (i) todos os codons apresentam o mesmo valor ® (MO
— modelo nulo); (i1) diferentes codons apresentam dois diferentes valores ®, 0 <o <lew=1
(M1- modelos neutro); (iii) semelhante ao M1, suplementarmente permite uma adicional classe
de codons com estimativas livres de @ (M2 - modelo de selecdo); (iv) estima o valor de ® com
uma beta distribuicdo acima do intervalo (0, 1) (M7 - modelo neutro); (v) adicionando novos
parametros no M7, onde codons podem apresentar uma categoria extra de sitios com selecéo
positiva ® > 1 (M8 - modelo selecdo positiva). As hipoteses desenvolvidas para identificacdo
de valor o, foram testadas pelo teste y2, com a comparacao dos valores de InL de cada hipotese.
Implementado sobre os modelos M2 e M8, onde ha o célculo de selecdo, o BEB (Bayes
empirical Bayes) (YANG et al., 2005) calcula as probabilidades posteriores (*: >95%, **:>
99%) para classes de sitios, a fim de identificar a significancia no teste para sitios detectados

sob selecdo positiva.

Adicionalmente foi utilizado o toolkit Environment for Tree Exploration — ETE
(http://etetoolkit.org/, HUERTA-CEPAS et al. 2010) para melhor visualiza¢do dos resultados
das analises do codeML.

3.3.2.2 HYPHY

A fim de complementar e comparar os resultados com os obtidos com o uso do
codeML, foram realizados trés testes de selecdo disponiveis pelo pacote Hyphy
(https://www.hyphy.org/), sendo esses MEME (Mixed Effects Model of Evolution, MURREL
etal., 2012); FEL (Fixed Effects Likelihood method, KOSAKOVSKY POND & FROST, 2005)
e FUBAR (Fast Unconstrained Bayesian Approximation, MURELL et al., 2013).

O teste MEME foi desenvolvido baseado em métodos de efeitos filogenéticos
casuais de uma larga classe de sitios, permitindo a distribuicdo da variacdo entre sitios e entre

ramos (o efeito causal), sendo um teste capaz de identificar as marcas de selecdo positiva tanto
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episodica quanto diversificadora. Emprega a abordagem de maximum likelihood (ML), com o
objetivo de detectar sitios que evoluem sob sele¢do positiva em uma propor¢do de ramos
(MURELL et al., 2012).

FEL infere diretamente a razdo Ka/Ks em cada sitio, utilizando uma abordagem
de maximum likelihood (ML), sendo a pressao da sele¢do constante ao longo de toda a filogenia
(KOSAKOVSKY POND & FROST, 2005). O modelo do teste deduz independentemente os
parametros para cada sitio, contudo isso significa que a inferéncia individual de um sitio ndo
informa expectativas relacionadas a outro, sendo esse efeito um ponto que pode resultar em
estimativas sitio-especificas ndo tdo confidveis (MURELL et al., 2013).

A especificidade de parametros estabelecidos por alguns modelos de teste de
selecdo, caracteriza sitios em um pequeno numero de classe de sitios, forcando sitios a
pertencerem a uma dessas classes, podendo resultar em dados enganosos. O teste FUBAR
utiliza o método hierarquico bayesiano usando Markov chain Monte Carlo (MCMC), que
garante resultados robustos contra a especificacdo de modelos a partir de definir uma média
maior de classes de sitios, deixando os parametros mais desprendidos, e assumindo que a

pressdo de selecdo é constante ao longo de toda a filogenia (MURELL et al., 2013).

3.3.3 Predicdes Topoldgicas e Andlises de Alteracdes nas Propriedades Bioquimicas

O teste PRIME (PRoperty Informed Model of Evolution), disponivel no pacote HyPhy
(https://www.hyphy.org/), foi realizado para analizar as substituicdes em nivel de aminoacidos
caracterizando as alteracdes nas suas propriedades bioquimicas seguindo as cinco propriedades
estabelecidas por Atcheley (ATCHELEY et al, 2005): indice de polaridade (P), fator de

estrutura secundaria (S), volume (V), refratividade e ponto isoelétrico (1).

Os sitios que apresentaram evidéncias de selecdo positiva foram mapeados pelo
softwvare TMHMM Server v2 (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/), que prediz a
topologia de receptores. O diagrama da estrutura 2D desses receptores foram criadas utilizando
PROTTER (OMASITS et al., 2014).

Para as proteinas globulares OBPs, sua estrutura putativa 3D foi predita utilizando o
Servidor de modelagem automatizada SWISS-MODEL (swissmodel.expasy.org/interactive)
(GUEX, 1997). As sequéncias de aminoacidos de Drosophila foram utilizadas como input para

pesquisar as sequéncias disponiveis no Protein Data Bank (PDB), e as sequéncias com a maior
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pontuacdo PSI-BLAST, ou seja, com a maior similaridade, foram utilizadas para a visualizagéo

da estrutura 3D, destacando os sitios com relevancia nas analises evolutivas.

4 RESULTADOS

4.1 ldentificacdo da Familia OBP e OR

A extracdo total dos genes de Obps nos sete genomas publicos e em D. buzzatii
por meio do software AUGUSTUS permitiu a identificacdo total de 202 genes Obps e 353
genes Ors. Na Tabela Suplementar 1 sdo apresentados os niumeros dos genes das duas familias
extraidos de cada genoma, que variou de 26 em D. arizonae a 42 em D. virilis para Obp, e de
56 em D. navojoa, D. buzzatii e D. hydei a 65 em D. virilis para Or.

A diferenca no numero total de Obps e Ors anotados entre 0s genomas € esperada
devido a aspectos biolégicos, como ganho e perda génica, bem como por aspectos técnicos,
visto que a qualidade da montagem do genoma, como meétricas de cobertura e N50 afetam

diretamente a capacidade da predicdo génica.
4.2 Andlise descritiva

As sequéncias proteicas anotadas para os genes Obps e Ors foram utilizadas para
predizer ortélogos e paralogos por meio do software Orthofinder. Dentre os resultados
encontrados com Orthofinder esta a estatistica geral (Tabelas Suplementares 2 e 3). Desta
forma, contabilizou-se 0 nimero de espécies, o numero total de genes, 0s genes que foram
incluidos em ortogrupos e a respectiva porcentagem, os que ndo foram assinalados e, portanto,
ndo foram agrupados, o nimero de ortogrupos resultantes e os ortogrupos espécies-especificos
(que incluem genes de somente uma espécie). Na presente analise, quase todos 0s genes
anotados e investigados pelo software foram atribuidos a um ortogrupo, indicando uma forte
relacdo entre as sequéncias protéicas analisadas entre as espécies, que sdo relacionadas de forma
relativamente proxima. Os 202 genes Obps e os 353 genes Ors foram classificados,
respectivamente, em 29 e 50 ortogrupos.

4.3 Genes Ortdlogos

Definindo genes ortologos sendo resultantes de eventos de especiacdo de um
unico gene em um ancestral comum (ALTENHOFF; DESSIMOZ, 2012), o Orthofinder

agrupou os genes que descendem de um unico ancestral comum em um conjunto de espécies
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em ortogrupos. As Tabelas Suplementares 4 e 5 apresentam 0s nimeros de genes ortdlogos
compartilhados entre cada par de espécies.

4.4 Genes Paralogos

Definindo paralogos como 0s genes resultantes de eventos de duplicacdo na
mesma especie (ALTENHOFF; DESSIMOZ, 2012), o Orthofinder encontrou cerca de 5 genes
parélogos Obp, sendo 3 genes pardlogos em D. hydei e 2 em D. virilis, que podem ser
observados na Tabela Suplementar 6. Para Or, foram encontrados um total de 12 genes
pardlogos, sendo 1 em D. hydei, 4 em D. mojavensis, 1 em D. navojoa e 6 em D. virilis,
informados na Tabela Suplementar 7. Observa-se um maior nimero de eventos de duplicacdo
em Ors do que em Obps, assim como D. virilis apresenta um maior numero de genes duplicados

em ambas classes génicas do que as espécies do grupo repleta.
4.5 Assinaturas de Selecdo Positiva

Identificar as regides de genes codificadores de proteinas que sofreram evolucdo
adaptativa € de grande importancia na Biologia Evolutiva. A impressao de sinais (assinaturas)
da selecdo natural atuante em genes que codificam proteinas € muitas vezes de dificil
identificacdo, porque a selecdo é frequentemente transitéria ou episddica, ou seja, afeta apenas
um subconjunto de linhagens. Os variados métodos, que levam em conta caracteristicas da
evolucdo das sequéncias génicas, propostos para estimar taxas de substituicdo sinénimas e ndo
sindnimas entre sequéncias codificadoras de proteinas, se enquadram em duas classes: métodos
aproximados e métodos de maxima verossimilhanca, que podem ser ainda classificados como
baseados em nucleotideos, ou em cddons, de acordo com os modelos de mutagdo (revisado em
KOSAKOVSKY POND; FROST, 2005).

4.5.1 Testes de Selecdo Par a Par

Realizou-se uma analise a razdo Ka / Ks (razdo o) entre pares de sequéncias de genes
ortologos usando o teste de Nei-Gojobori (NEI; GOJOBORI, 1986). Apesar da possibilidade
de subestimacao, este teste foi utilizado pela vantagem oferecida de inferir o processo seletivo
entre pares de espécies. Os resultados dos pares (Figuras suplementares 1A e 1B) ndo
mostraram evidéncias de selecdo positiva em todas as comparagdes entre as sequéncias de Obp
e Or, no entanto, existem exemplos (seis Obp e 13 Or) que indicam selecdo purificadora
relaxada (1,0 <o> 0,3), representando divergéncia Ka em andamento. Nota-se que Seis genes
Obp evoluiram sob um regime seletivo menos restritivo do que os outros 10, que estdo sob uma

selegdo purificadora mais restritiva. Além disso, 0 par de espécies com maior ® em cada gene
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ndo é o mesmo, mostrando de maneira geral uma relacdo filogenética mais proxima (Tabela 2).

A mesma situacao pode ser observada em relagdo aos genes Or: 13 genes apresentam evidéncias

de selecdo purificadora relaxada, o par de espécies com maior ® em cada gene nao é 0 mesmo.

Nota-se que a maioria das comparagdes com ® > 0,3 envolvem as espécies D. mojavensis, D.

arizonae e D. navojoa comparadas as demais. O gene Or 65b se destaca entre todos,

apresentando varias comparagdes com o entre 0,5 e 0,75 (Tabela 2).

Tabela 2. Comparacao par a par entre as sequéncias dos genes de Obp (a esquerda) e Or (a direita) que

indicam sele¢do purificadora relaxada (1.0 < ® > 0.3). Em negrito o entre 0.5 — 0.75.

Genes Obp ~ Comparacéo Comparagdo Genes Or
Obp 19b D. mojavensis x D. virilis D. mojavensis x D. arizonae Or la
D. arizonae x D. virilis
D. najovoa x D. virilis
D. hydei x D. virilis
Obp 56b D. mojavensis x D. hydei D. mojavensis x D. arizonae Or 9a
D. arizonae x D. hydei D. mojavensis x D. najovoa
D. najovoa x D. hydei D. arizonae x D. najovoa
D. buzzatii x D. hydei
Obp 19d D. mojavensis x D. buzzatii D. mojavensis x D. hydei Or 10a
D. arizonae x D. buzzatii D. arizonae x D. hydei
D. najovoa x D. buzzatii D. najovoa x D. hydei
D. hydei x D. buzzatii
D. virilis x D. buzzatii
Obp 69a D. mojavensis x D. arizonae D. mojavensis x D. arizonae Or 42a-like
D. arizonae x D. najovoa
Obp 569 D. mojavensis x D. arizonae D. mojavensis x D. arizonae Or 33c
D. mojavensis x D. najovoa D. mojavensis x D. najovoa
D. arizonae x D. najovoa D. mojavensis x D. buzzatii
D. mojavensis x D. hydei
D. arizonae x D. najovoa
D. arizonae x D. buzzatii
D. najovoa x D. buzzatii
D. arizonae x D. hydei
D. arizonae x D. virilis
Obp 69a D. mojavensis x D. arizonae D. mojavensis x D. arizonae Or 42a-like
D. arizonae x D. najovoa
Obp 83a D. mojavensis x D. buzzatii D. mojavensis x D. navojoa Or 42b
D. arizonae x D. buzzatii
D. hydei x D. buzzatii
D. mojavensis x D. navojoa Or 42b-like
D. mojavensis x D. buzzatii




D. arizonae x D. najovoa

33

Tabela2. Continuagdo

. mojavensis x D. arizonae

. mojavensis x D. buzzatii

. mojavensis x D. buzzatii

. mojavensis x D. arizonae (>0.5)
. mojavensis x D. najovoa

. mojavensis x D. buzzatii (>0.5)
. mojavensis x D. hydei

. arizonae x D. najovoa

. arizonae x D. hydei (>0.5)

. arizonae x D. virilis

. najovoa x D. buzzatii (>0.5)

. najovoa x D. hydei

. buzzatii x D. hydei (>0.5)

. mojavensis x D. arizonae

. mojavensis x D. najovoa

. arizonae x D. najovoa

. mojavensis x D. arizonae

. mojavensis x D. najovoa

. arizonae x D. najovoa

O 0O O U U 00 U0 oo oo oo o0 o o oo

. mojavensis x D. arizonae

Or 59b

Or 65b

Or 67b

Or 67d

Or 69a

Na representacdo grafica apresentada na Figura 4, encontra-se ilustradas as variacfes

dos valores de  dos genes Obp e Or, com 0s maiores valores de selegéo relaxada envolvendo

as especies do complexo mulleri (D. mojavensis, D. arizonae e D. navojoa) quando comparada

com as demais.
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Figura 4. Representagdo grafica dos valores de o dos genes Obp e Or estimados em analises

de selecdo par a par.
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4.5.2 Teste de Selecéo por Sitio

Uma grande colecdo de modelos de substituicdo de codons usando métodos de ML foi
desenvolvida, sendo a maioria derivada do método LRT (NIELSEN; YANG 1998; YANG et
al. 2000), uma anéalise baseada em modelo de selecdo natural que muitas vezes categoriza 0s
sitios de em um namero relativamente pequeno de classes.

Primeiramente, as assinaturas de selecdo positiva foram avaliadas usando o0 modelo de
sitio implementado em codeML (YANG, 2004) comparando as sequéncias de 19 genes Obp e
39 genes Or comuns a seis espécies. Embora trés Obp tenham > 1 (15,8%), apenas dois
(Obp56a: sitio 30 Q e Obp83a: sitios 60 A, 129 E, 134 ) tém alteracdes de aminoacidos
classificadas como significativas (*: p> 95%) pelo BEB analise recomendada pelos
desenvolvedores de codeML (YANG, 2004) (Tabela 3).

Tabela 3. Assinaturas de selecdo positiva de acordo com o teste de selecdo por sitio para genes Obp.
BEB: Bayes empirico Bayes (*p>95%, **: p>99%).

Pr (w>1)
np InL X2 p<0.05  BEB (*p>95%, **: p> 99%)
Obp56a
M1 12 -1,247,656,231
M2 14 -1,246,142,129 3.1 ns
M7 12 -1,248,395,748
M8 14 -1,245,329,068 6.12 * 30Q:095*
Obp59a
M1 12 -1,769,871,883
M2 14 -1,768,441,329 2.86 ns
M7 12 -1,772,591,012
M8 14 -1,767,725,689 9.73 * 86 G: 0.84 110P: 0.91
135 M: 0.94 233 M: 0.85
Obp83a
M1 12 -1,171,072,316
M2 14 -1,167,904,629 6.36 ns
M7 12 -1,171,610,182
M8 14 -1,167,844,584 7.52 * 60 A: 0.99 ** 110 K: 0.85

113 S:0.94 129 E: 0.96 *
1311:0.66 1341:097*
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A visualizacdo dos resultados do codeML usando ETE é mostrada na Figura 5, para os
trés Obps mostrando assinaturas de selecdo positiva (Obp56a, Obp59a e Obp83a), incluindo a
filogenia, o alinhamento da sequéncia de aminoécidos ¢ o @ correspondente a cada sitio de
aminoacido para modelos M2 (sele¢do com valor @ estimado livremente) e M8 (selegdo
positiva). E possivel observar que existem varios sitios com > 1 nessas proteinas, porém
apenas um sitio em Obp56a (29) e em Obp59a (134), e trés sitios em Obp83a (59, 128, 133)
sdo significativos de acordo com a andlise BEB. Esses sitios com valores significativos sdo
destacados em amarelo. Observe que esses locais sdo indicados como 30, 135, 60, 129 e 134,
respectivamente para os trés OBPs na Tabela 3 porque o primeiro aminoécido - metionina - é
contado como "1" na saida de codeML, e como "0" o ETE. A visualizacdo do codeML usando

0 ETE para as demais Obps esta em Material Suplementar (Figura Suplementar 2).
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Figura 5. Visualizacdo dos resultados M2-M8 da analise codeML para OBP56a, OBP59a e OBP83a fornecida pelo toolkit ETE. Mudangcas significativas

de aminoacidos sdo destacadas em amarelo.
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Proporcionalmente ao maior nimero de genes Or que Obp, esta familia de genes apresentou
proporcionalmente um pouco menos genes com ®> 1 (12,8%), porém esses genes apresentaram maior
numero de sitios com ® > 1. Porém, em apenas dois destes genes (Or42b: sitio 180 I; Or42b2: sitio

55 A) as alteracGes de aminoacidos foram consideradas significativas pela analise BEB (Tabela 4).

Tabela 4. Assinaturas de selecdo positiva de acordo com o teste de sele¢do por sitio para genes Or. BEB:
Bayes empirico Bayes (*p>95%, **: p>99%). Locais significativos sob sele¢do positiva em negrito.

Pr (w>1)
np InL x2 p<0,05 BEB (*p>95%, **: p> 99%)

Orl0a

M1 12 -4,124,611,687

M2 14 -4,124,604,477 0.01 ns

M7 12 -4,129,353,124

M8 14 -4,124,555,729 9.59 * 5F: 051 18L:0.62 66 A:0.60 95
Y:051 108Q:0.51 113K:0.61
114 K:0.52 182R:0.74 241K:0.74 242G:
0.64 244 A:0.65 257S:0.82
307 S: 0.60

Or42a

M1 12 -3,841,548,818

M2 14 -3,841,548,818 0 ns

M7 12 -3,841,386,457

M8 14 -3,838,235,319 6.3 * 125R 0.72 139L:0.86 142K: 0.87 146
C:0.65 329M:0.65 344E:0.92402T:0.77
406 S: 0.65411P:0.62 413E:0.73

Or42b

M1 12 -3,302,882,813

M2 14 -3,302,882,813 0 ns

M7 12 -3,296,756,767

4E:0.77 40L:0.628 180 1:0.96*

M8 14 -3,294,192,456 5.12 * 185L:0.61253 R: 0.82 360 S:0.59
399 T:0.75

Or42b2

M1 12 -3,579,159,660

M2 14 -3,579,159,660 0 ns

M7 12 -3,580,899,852

43R:0.58 55A:0.96* 129E:0.85
M8 14 -3,575,215,892 11.36 * 234S:093 242L:0.74 249S:0.75
337V:0.82 399 D: 0.54

Or65b
M1 12 -3,942,946,457
M2 14 -3,941,929,286 0.03 ns

M7 12 -3,945,102,510
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Tabela 4. Continuacéo.

M8 14 -3,941,994,340 6.21 * 661:0.54 102 G:0.78 107 S:0.89
135V:0.58 158 G:0.59 166 L:0.76
1731:0.59 188Y:0.75 197T:0.52
224T:0.71 255R:0.59 287 T:0.59
321T:0.89 324 A:0.73

A Figura 6 mostra a visualizacdo dos resultados de codeML para os modelos M2 e M8 para
as proteinas Or42b, Or42b2. Destas proteinas, apenas as substituicbes de aminoacidos em Or42b
(sitio 180) e Or42b2 (sitio 55) sdo significativas sob 0 BEB. A visualizacdo do codeML usando o

ETE para as demais Ors estd em Material Suplementar (Figura Suplementar 3).
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Figura 6. Visualizacéo dos resultados M2-M8 da analise codeML para OR42b e OR42b2 fornecidos pelo toolkit Environment for Tree Exploration —

ETE. Mudancas significativas de aminoacidos sdo destacadas em amarelo.
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Tem sido argumentado que as anéalises baseadas em modelos de sele¢cdo natural muitas vezes
categorizam os sitios em um namero relativamente pequeno de classes e, embora amplamente usado,
argumentou-se que ao considerar cada sitio como pertencente a uma dessas classes, eles colocam
restricdes irrealistas na distribuicdo de parametros de selecdo. Além disso, esses modelos presumem
que € constante ao longo do tempo e, portanto, podem ser incapazes de identificar qualquer selecéo
positiva episddica.

Véarios métodos que tentam superar esses problemas potenciais sdo implementados no pacote
HyPhy (https://www.hyphy.org/). Um desses métodos é o FEL (Fixed Effects Likelihood method,
KOSAKOVSKY POND; FROST, 2005), que usa uma abordagem de probabilidade maxima para
inferir taxas de substituicdo ndo sindnima (Ka) e sinbnima (Ks) por sitio para uma determinada
codificacdo alinhamento e filogenia correspondente. Este método assume que a pressao de selecdo
para cada sitio é constante ao longo de toda a filogenia. MEME (Mixed Effects Model of Evolution,
MURRELL et al., 2012) emprega uma abordagem de méaxima verossimilhanca de efeitos mistos para
testar a hipdtese de que locais individuais foram sujeitos a uma selecdo episddica positiva ou
diversificada. FUBAR (Fast Unconstrained Bayesian Approximation, MURRELL et al., 2013) usa
uma abordagem bayesiana para inferir taxas de substituicdo ndo sinénima (Ka) e sindbnima (Ks) por
sitio para um determinado alinhamento e filogenia correspondente. Este método assume que a pressao
de selecdo para cada sitio é constante ao longo de toda a filogenia.

As Tabelas 5 e 6 mostram os resultados de todos os métodos utilizados para identificar
assinaturas de selecdo positiva nos genes Obp e Or. Ao total € possivel observar que a maior
concordancia entre os resultados dos diferentes testes ocorre entre codeML e FUBAR, possivelmente
por utilizarem a abordagem Bayseana para inferir Ka / Ks. H4 tal concordancia para 10 dos 19 genes
Obp (62,5%) e 17 dos 31 Or (54,8%) com pelo menos um teste indicando selecéo positiva. Com base
nas comparacdes das sequéncias nucleotidicas feitas e nos resultados obtidos, consideramos que o
uso dos dois testes em conjunto fornece uma inferéncia segura da ocorréncia de selecdo positiva em

ramos de uma filogenia génica.
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Tabela 5. Testes de selecdo baseado em codons para os genes Obp. Valores significativos estdo em negrito.

Gene/Codon

codeML
95% pp

FEL
p <0.05

MEME
p <0.05

FUBAR
pp >90%

PRIME *
P <0.05

Obp19b

12

29

136

Obp28a

52

Obp44a

52

Obp56a

30

Obp56b

15

79

Obp56d

10

Obp56g

84

95

112

135

Obp56h

97

0.813

0.595

0.587

0.952

0.669

0.879

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0.011

0.039

ns

0.014

ns

0.048

ns

ns

0.037

ns

ns

0.938

0.907

0.922

ns

0.928

0.947

0.931

0.944

0.020/ Fator V

0.022/ Fator |

0.005/ Fator V

0.022/ Fator |
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Tabela 5. Continuacéo.

Obp59a

135 0.936 ns ns 0.954 -
Obp69a

128 - ns ns 0.947 -
141 0.591 - ns 0.925 -
Obp83a

60 0.987 ns ns - -
113 0.938 ns ns 0.931 -
129 0.962 ns ns - -
134 0.973 ns ns - 0.008/ Fator IV
Obp83b

11 0.694 ns ns 0.927 -
Obp99a

141 - ns 0.043 - -
Obp99b

20 - ns 0.032 - -
Obp99c

4 0.717 ns 0.038 0.902 -
ObpA10

15 0.682 ns ns 0.918 -
17 - ns 0.013 - -

*: Propriedades dos aminodacidos: Fator I: indice de polaridade; Fator II: estrutura secundéria, Fator I11: volume
molecular, Fator IV: composi¢do do aminodcido, Fator V: carga eletrostatica; p: p-value; pp: probabilidade

posterior
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Atchley et al. (2005) usaram uma analise estatistica multivariada em quase 500 atributos de
aminodcidos para produzir padrdes numéricos interpretaveis de variabilidade de amino&cidos, que
foram resumidos por cinco padrdes multidimensionais de covariacdo de atributo que refletem
polaridade (Fator 1), estrutura secundaria (Fator I1), molecular volume (Fator Ill), composi¢édo de
aminoacidos e diversidade de cddons (Fator 1V) e carga eletrostatica (Fator V). Analises
experimentais e analiticas mostraram que existe uma forte base evolutiva para um padrdo complexo
de covariagdo envolvendo a extensdo da acessibilidade de aminoécidos, polaridade, hidrofobicidade
e atributos relacionados (Fator 1). Esses padrdes observados estavam relacionados a selecao natural,
mudanca evolutiva e divergéncia filogenética. O fator 1V, que reflete a diversidade de codons e
aminodcidos, exibe uma correlacdo mais fraca, mas ainda altamente significativa, entre os atributos
fisico-quimicos e a mudanga evolutiva nos padrbes de substituicdo. De acordo com Atchley et al.
(2005), a variacdo na propensdo para formar varias configuracdes estruturais secundarias (Fator I1),
tamanho molecular (Fator I11) e carga (Fator V) ndo pode ser atribuida a divergéncia evolutiva, mas
sim a mudancas ndo evolutivas na estrutura e funcdo. Entre os 10 OBPs com sitios sob selecdo
positiva, apenas dois (Obp56h e Obp83a) tinham um sitio, cada um com substituicdes de aminoécidos
consideradas evolutivamente relevantes de acordo com esses critérios.

A Tabela 6 mostra os resultados para os 17 genes Or com sitios com assinaturas de selecao
positiva em concordancia entre os testes codeML e FUBAR, bem como os resultados dos outros cinco
testes realizados.

Tabela 6. Testes de selegdo baseado em cddons para os genes Or. Valores significativos estdo em negrito.

Gene/Codon codeML FEL MEME FUBAR PRIME *
95% pp p <0.05 p <0.05 pp > 90% p <0.05/ Fator
Orla
233 0.631 ns ns - -
375 - 0.022 - -
374 0.715 ns 0.001 0.985 -
Or9a
52 0.814 ns ns 0.916 -
212 - 0.021 - -

Orl0a
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Tabela 6. Continuacdo.

66

87

95

108

113

117

182

241

Or2la

357

Or33c

19

26

131

177

189

226

358

Or35a

57

Or42a

39

125

0.512

0.600

0.507

0.513

0.613

0.739

0.736

0.621

0.657

0.626

0.717

ns

0.040

ns

ns

ns

ns

0.023

ns

0.083

0.058

0.004

0.046

ns

0.036

0.038

0.016

0.025

0.035

0.011

0.011

0.034

0.014

0.037

ns

0.926

0.927

0.936

0.906

0.918

0.944

0.024/ Fator V

0.000/ Fator 11
0.046/ Fator 111
0.049/ Geral

0.077/ Fator 1l
0.013/ Fator IV

0.042/ Fator 111
0.072/ Fator V

0.004/ Fator 111




Tabela 6. Continuacdo.

139

304

406

Or42a-like

52

148

Or42b

40

180

388

Or42b2

55

Or42b3

381

384

397

399

Or42b-like

14

111

183

323

Or49b

35

0.863

0.648

0.681

0.648

0.628

0.957

0.964

0.605

ns

ns

ns

0.034

ns

ns

ns

0.034

ns

ns

0.323

0.032

0.003

0.033

0.030

0.034

0.028

0.022

0.039

0.020

ns

0.045

0.029

0.925

0.920

0.957

0.969

0.915

0.979

0.943

0.917

0.058/ Fator |
0.065/ Fator 11




Tabela 6. Continuacdo.

Or59a

63

Or59b

43

72

117

124

179

313

Or63a

94

Or63a2

485

Or65b

102

107

158

166

173

188

215

287

405

0.501

0.640

0.782

0.878

0.592

0.755

0.586

0.754

0.589

ns

ns

0.047

0.046

ns

ns

ns

0.013

0.038

0.041

0.042

0.050

0.011

0.005

0.046

0.047

0.028

0.003

ns

0.200

ns

ns

0.044

0.026

0.040

0.901

0.963

0.953

0.968

0.913

0.961

0.948

0.053/ Fator |

0.050/ Fator V

0.015/ Fator V

0.006/ Fator V

0.014/ Fator 1l

0.099/ Fator Il
0.029/ Fator V

0.001/ Fator 1l
0.001/ Fator IV
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Tabela 6. Continuacdo.

Or67b

314 -

Or67d

22 -

58 -

232 0.758

241 -

265 0.806

295 -

352 -

Or69a

31 -

240 -

384 -

Or71a

38 0.536

199 0.633

386 -

388 -

Or74a

151 -

Or83a

172 -

Or85b

106 -

ns

ns

ns

ns

ns

0.044

0.043

0.033

ns

0.005

0.032

0.038

0.031

0.070

0.014

0.033

0.021

0.031

ns

ns

0.004

0.026

0.009

0.037

0.004

0.937

0.921

0.962

0.919

0.942

0.063/ Fator 111

0.023/Fator 111




49

Tabela 6. Continuacdo.

145 - - 0.033 - 0.089 / Geral
181 0.828 0.041 0.015 0.982 -
Or85d
15 0.506 0.033 0.048 0.909 -
64 0.540 - 0.001 0.932 0.085/ Fator |
0.069/ Fator 1V
0.088/ Geral
253 0.635 0.035 ns 0.946 -
Or85e
171 0.687 ns - 0.957 -
277 0.572 - 0.030 - -
Or88a
144 - - 0.042 - -
223 - - 0.012 - 0.061/ Fator IV
239 0.505 0.049 ns 0.933 -
Or92a
11 - - 0.006 - -
267 - - 0.045 - -
Or94b
34 0.943 ns - 0.961 -
81 - - 0.030 - 0.009/Fator 111
115 - - 0.025 - -
Orcr
58 0.709 ns 0.001 - 0.044/Geral
111 - - 0.046 - -

*: Propriedades dos aminodcidos: Fator I: indice de polaridade; Fator Il: estrutura secundéria, Fator I11: volume
molecular, Fator IV: composi¢do do aminodcido, Fator V: carga eletrostatica; p: p-value; pp: probabilidade

posterior
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Apenas trés genes Or com sitios sob selecdo positiva (Or42b2, Oré5b e Or85d) apresentaram
propriedades bioquimicas com relevéncia evolutiva investigadas pelo PRIME, as quais estdo
relacionadas a variacao nos atributos fisico-quimicos e diversidade de aminoacidos. Considerando as
demais propriedades que também alteram os aminodacidos, alterando a estrutura secundaria, o volume
ou a carga elétrica da proteina, ndo consideradas evolutivamente relevantes por Atchley et al. (2005),
mas que podem mudar seu funcionamento e alterar negativa ou positivamente sua funcdo, sendo
alvos, portanto, da selecdo natural, esses nimeros dobram para cinco proteinas incluindo Orl0a e
Or33c.

O software TMHMM foi utilizado para predizer as hélices transmembrana das proteinas OR,
levando-se em consideracdo as sequéncias de aminoacidos de cada gene que apresentou sitios com
significancia em pelo menos um dos quatro testes de selecéo realizados. Os resultados desta etapa
foram transferidos para o software PROTTER, onde foi possivel visualizar a topologia da proteina.
Os locais sob selecdo positiva foram identificados manualmente no PROTTER. Um total de 33 sitios
sob selecdo positiva, de acordo com nosso critério (resultados codeML e FUBAR) foram encontrados
entre os 17 genes Or. Aproximadamente 45% dos locais sob sele¢éo positiva estdo localizados na
regido citoplasmatica do dominio, enquanto apenas 35% e 20% estdo localizados na regido
transmembrana e extracelular do dominio, respectivamente. Apenas trés genes Or com sitios sob
selecdo positiva (Ord2b2, Or65b e Or85d) apresentaram propriedades bioquimicas com relevancia
evolutiva investigadas pelo PRIME, que estdo relacionadas a varia¢do nos atributos fisico-quimicos
e diversidade de aminoacidos, todos os 4 sitios estdo localizados na regido transmembrana (Figura
7). A topologia das proteinas OR restantes estdo reunidas no Material Suplementar (Figura

Suplementar 4)
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Figura 7. Topologia prevista de proteinas OR mostrando os dominios transmembrana e uma cauda NH2
citoplasmaética. Os sites selecionados positivamente séo destacados em vermelho. A topologia foi prevista por
TMHMM.

8%

OR42h2

OR59a

OR85d OR88a

OR65b

eeeee

Fator | - indice de polaridade
(polaridade, hidrofobicidade)

Fator IV - composicao do aminoacido
(diversidade do cédon e do aminoécido)

Para predizer a estrutura 3D das proteinas OBPs, e destacar os sitios sob selecdo positiva
identificados pelas nossas analises e sua localizagdo na estrutura da proteina: a-hélices, loop e
extremidades (N-terminal e C-terminal) foi utlizado o software SWISS-MODEL (GUEX, 1997). Na
Figura 8, estdo representadas as OBP56h e OBP83a, ambas com sitios sob selecdo que apresentaram

mudancas nas suas propriedades bioquimicas que sdo evolutivamente significativas.
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Figura 8. Determinacdo da estrutura 3D das OBPs. Estdo representadas as OBP56h e OBP83a, com 0s sitios
identificados tanto na estrutura proteica quanto no alinhamento, além das caudas amino terminal e carboxil
terminal. No alinhamento das sequéncias, os sitios estdo identificados por uma seta e cada letra (A-F)
corresponde a uma a-hélice. A estrutura foi prevista pelo SWISS-MODEL.

Model-Template Alignment " Phiae

i A

o _-fn\n 1‘!‘&“:;«« C D £

F

N OBP56h

A determinacdo da estrutura 3D das proteinas globulares foi necessaria para a inferir possivel
alteracdo funcional das substituicdes de aminoacidos relevantes. As sequéncias com maior
similaridade disponiveis no PDB, identificadas no PSI BLAST, correspondem as sequéncias
pertencentes aos genomas de Phormia regina, Anopheles gambiae, Aedes aegypti e D. melanogaster.
A estrutura resultante é semelhante ao modelo tipico (LASKOWSKI et al., 1993), com seis hélices
tipicas da familia OBP em posicGes equivalentes e dobras semelhantes (Figura 7). A identificacdo e
posterior nomenclatura (A-F) das a-hélices foram baseadas nos resultados de SANCHEZ-GRACIA
(2008). A Figura 7 mostra a localizag¢do dos sitios sob sele¢ao positiva nas a-hélices. O restante das

proteinas OBPs estdo reunidas no Material Suplementar (Figura Suplementar 5).
5 DISCUSSAO

Ao investigar o papel da selecdo positiva nos genes de localizacdo do hospedeiro entre
espécies generalistas e que mudaram de hospedeiro, encontramos sitios sob selecdo em 31 dos 39
genes Ors (79%) e 16 dos 19 genes Obps (84%), em pelo menos um dos quatro testes de sele¢do por
sitio realizados. Conforme observado nas espécies aqui investigadas, foram mostradas diferengas
significativas de restricdo seletiva tanto entre grupos de genes ortélogos quanto entre linhagens, bem

como alguns casos de evolucdo episddica e selecdo positiva (SANCHEZ-GRACIA et al., 2008).
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Essas diferencas podem estar relacionadas a substituicdes especificas nas proteinas que esses genes
codificam em grupos de espécies que permitem um melhor reconhecimento de seus cactos

hospedeiros.

Em um estudo de todo o genoma com foco em cinco grupos de réplicas de espécies com
tolerancias térmicas muito diferentes, trés espécies cactofilicas altamente tolerantes ao estresse (D.
mojavensis, D. buzzatii e D. aldrichi) e duas espécies dietéticas generalistas menos tolerantes (D.
hydei e D. repleta), investigou-se a selecdo positiva por meio de testes de analise seletiva por sitios
por ramos (RANE et al., 2019). Em um conjunto de ort6logos 1: 1 variando de 10.745 a 11.669 genes
entre as Cinco espécies 0s autores mostraram que o ramo terminal contendo D. aldrichi contém um
numero relativamente alto de genes selecionados positivamente (> 200), e 0 ramo contendo espécies
do complexo de mulleri (aqui estudadas) continha relativamente poucos (<200). As assinaturas de
selecdo positiva pareceram ndo estar associadas a diferencas relacionadas a tolerancias térmicas e
preferéncias alimentares, mas a processos regulatorios e de desenvolvimento. Esses resultados séo
concordantes com os apresentados neste trabalho, no qual as assinaturas de selecdo positiva nao
parecem estar diretamente associadas a preferéncia pelo hospedeiro.

As OBP sdo proteinas a-helicoidais globulares, afetadas por mudangas (como o pK, por
exemplo), que podem promover divergéncia funcional, seja pela alteracdo conformacional, seja pela
modificacdo na especificidade da ligacdo. Caso seja benéfico para a espécie, a selecdo atuarad
perpetuando essas mudancas (SANCHEZ-GRACIA et al., 2008). Alguns estudos demonstraram
(ANDRONOPOULOU, 2006; SANCHEZ-GRACIA, 2003) a alta capacidade de Obps formarem
homo ou heterodimeros especificos, produzidos a partir de eventos de duplicacdo que podem resultar
em proteinas com multiplos dominios de cadeia Unica que retém caracteristicas da unidade original,
sugerindo um alto potencial complexo combinatério para novas ligacGes, por exemplo. Portanto,
pequenas diferencas nas interacbes com Obp podem resultar em apreciavel significado funcional.
(VIEIRA et al., 2007). A diversificacdo funcional de cépias duplicadas é impulsionada pela selecéo
positiva, e selecdo natural pode promover heterodimeros por meio do aumento do potencial
combinatdrio de OBPs (aumentando o espectro de possiveis odorantes alvo ou a especificidade de
ligagdo) (SANCHEZ-GRACIA et al., 2008). Foram identificados em nossas analises cerca de 9 sitios
sob selecédo positiva localizados na regido amino terminal, nos genes Obp19b, Obp56b, Obp56d,
Obp83h, Obp99b, Obp99c e ObpA10; ¢ cinco sitios localizados na a-hélice A e B, nos genes Obp28a,
Obp56a, Obp56h, Obp59a e Obp83a. Essa posic¢ao tem importancia na conformacéo da proteina OBP,
pois mudancas em sua sequéncia podem alterar o tamanho e na forma da cavidade de ligacéo, pela
modificacdo da posigdo da primeira ponte dissulfeto (cisteinas normalmente conservadas adequadas

para a conformacéo terciaria funcional - SMITH, 2001). Foram encontrados ainda cinco sitios
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localizados na regido a-hélice F proxima a regido C-terminal, nos genes Obp19b, Obp56g, Obp69a
e Obp83a, e dois sitios localizados na extremidade C-terminal, nos genes Obp56g e Obp99a.
Mudangas conformacionais neste ponto podem desencadear a liberacéo do ligante perto do receptor
odorante, pois essa extremidade se dobra para dentro da proteina formando a parede da cavidade de
ligacdo, onde ira conter os residuos responsaveis pela interacdo com a molécula odorante.
SubstituicBes nesta parte da proteina, induzidas por ferorménios, ja foram relacionadas com a
mudanca conformacional e consequente disparo de neurdnios sensiveis a ferormdnios em LUSH em
D. melanogaster (SMITH, 2001). Outras regides a-hélice D e E, nas quais foram cerca de quatro
sitios sob selecdo positiva, nos genes Obp56g, Obp69a e Obp83a,, podem estar envolvidas nas
interacOes proteina-proteina, pela presenca de aminoacidos expostos e residuos hidrofébicos que
cobrem a cavidade de ligacdo. Sanchez-Gracia (2008) detectou sitios sob selecdo positiva em OS-E
e OS-F (Obp83a e Obp83b nomeado por HEKMAT-SCAFE et al. 2002, presentes neste trabalho),
localizados em posi¢Oes importantes na conformacéo da proteina OBP. A regido hetl, encontrada nas
a-hélices D e E com seu loop de conexdo apresentaram poucos sitios sob selegdo positiva, quando
comparado com os sitios sob selecdo localizados na regido variavel het2, na porcdo N-terminal,
sugerindo que a regido hetl é mais conservada e, portanto, pode ter um importante papel funcional,
0 que concorda com os resultados de Sanchez-Gracia (2008).

O mapeamento do dominio dos receptores odorantes (Ors) indicou que a maioria dos sitios
sob selecdo positiva estdo localizados nas regides transmembrana e citoplasmatica, um padrédo
inesperado, j& que a regido citoplasmatica esta envolvida na interacdo com mensageiros secundarios,
inicio da transducdo do sinal e, portanto, esperava-se que estaria sendo conservada. Com excec¢do de
um gene Or42b3, o restante ndo apresentou sitios sob selecdo positiva localizados na regido terminal
da cauda COOH, sugerindo que a regido esta sendo conservada, concordando com os resultados de
GARDINER et al. (2009), ja que essa extremidade tem importancia no acoplamento com o co-
receptor Or83b e, portanto, € importante na deteccdo do sinal. Nossas analises sugerem que a selecéo
divergente moldou e estd atuando tanto na detec¢do quanto na transducdo do sinal. Uma porcéo
consideravel dos sitios sob selecdo positiva nos genes Or mapeia para o dominio transmembrana
dessas proteinas, o que esta de acordo com um estudo envolvendo 10 Or nos 12 genomas de
Drosophila (GARDINER et al., 2009), no qual apenas 15% dos locais estavam localizados nos
terminais NH2 citoplasmaticos. Os nossos achados estdo em acordo com DIAZ et al. (2018) que
estudando trés genes Or (Or67c, Or83cl, Or83c2) comuns a D. mojavensis e D. arizonae
encontraram 55% dos sitios sob sele¢éo positiva localizados no dominio citoplasmaético, enquanto
apenas 24 e 21% nos dominios extracelular e transmembrana, respectivamente. Os autores notaram
que este resultado pareceria inesperado, pois este dominio interage com mensageiros secundarios

envolvidos na transducao de sinal e, portanto, esperava-se que fosse conservado, como ja comentado.
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Date (2013), por meio de analises de RNAseq e niveis de expressdo génica quimiossensorial
entre populaces de D. mojavensis do deserto de Mojave e da ilha de Santa Catalina (a mesma
utilizada neste estudo), demonstrou que no geral 21 genes Or, 13 Obp e 5 Ir (receptor ionotrépico)
estavam diferencialmente expressos entre as populacées, com diferencas especificas entre 0s sexos
(13 Or genes, 5 Obp e 2 Ir). A populacdo de Mojave utiliza cactos colunares e a de Santa Catalina
utiliza Opuntia, as diferencas na expressao desses genes quimiossensoriais entre as populaces podem
evidenciar e contrastar com as diferengas quimicas presentes nas plantas hospedeiras as quais essas
populacdes estdo adaptadas. De acordo com nossas analises, alguns dos genes envolvidos no
reconhecimento do hospedeiro e que estdo diferencialmente expressos em Date (2013), também
apresentam sitios que estdo passando por selecdo positiva, sugerindo que a divergéncia de expressao
esteja relacionada com a adaptacao nesses hospedeiros.

Apesar de ndo ter sido possivel associar neste trabalho as mudancgas de aminoacidos com 0s
habitos alimentares das espécies, que corroborariam tal hipotese, 10 genes Or e 5 Obp presentes neste
estudo e em DATE (2013), e que apresentaram sitios sob sele¢do positiva, estdo diferencialmente
expressos entre populacdes que utilizam hospedeiros distintos e entre sexos, sugerindo que as
mudancas de hospedeiros podem ter sido favorecidas pelas mudancas na expresséo de certos genes
quimiossensoriais.

Em conclusédo, entre as 10 OBPs e as 17 ORs que apresentaram assinaturas de selecéo positiva,
dois (20%) e cinco (29%), respectivamente, mostraram evidéncias de divergéncia funcional em
alguns dos aminodcidos substituidos, e dois nas OBPs e trés nas ORs, sdo considerados
evolutivamente relevantes. Um estudo de receptores ORs e GRs (gustativos) nos genomas de 12
espécies de Drosophila, GARDINER et al. (2009) encontraram 20 genes com evidéncia de
divergéncia funcional, mas apenas seis foram considerados sob selecdo positiva e para o resto dos
genes, a divergéncia rapida foi provavelmente devido ao relaxamento da pressdo seletiva. Esses
resultados sdo semelhantes aos observados neste estudo e parecem ser um padrédo evolutivo para esses

quimiorreceptores.
6 CONCLUSOES

Aqui fornecemos evidéncias que apoiam a hipdtese de selecdo positiva moldando a evolugéo
de sitios de aminoacidos envolvidos em fun¢des moleculares de genes quimiorreceptores em espécies
do grupo repleta de Drosophila. Embora as analises realizadas ndo tenham permitido correlacionar
as mudancas de aminoacidos com os hébitos alimentares foi possivel mostrar diferencgas tanto entre
grupos de genes ortdlogos quanto entre linhagens, bem como varios casos de evolucdo episodica e

selecdo positiva associados a evolucdo de familias de quimiorreceptores OBPs e ORs, responsaveis
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pela localizacao de hospedeiros em espécies cactofilicas, diferencas essas que podem estar associadas

a um melhor reconhecimento de seus cactos hospedeiros nas espécies onde foram fixadas.
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8 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela suplementar 1. Relagdo espécie e o nimero de genes que codificam OBPs e ORs

encontrados.
Subgénero Espécie N° de OBPs N° de ORs
Grupo/ Subgrupo
Drosophila
mulleri/mulleri D. mojavensis 40 63
D. arizonae 26 57
D. navojoa 28 56
mulleri/buzzatii D. buzzatii 34 56
hydei D. hydei 32 56
virilis D. virilis 42 65

Total 202 353




Tabela suplementar 2. Anélise descritiva do Orthofinder para OBP.

Caracteristicas

Numero de Espécies 6
NUmero de Genes 202
Numero de Genes em Ortogrupos 200
NUmero de Genes néo assinalados 2
Porcentagem de Genes em Ortogrupos 99
Porcentagem de Genes ndo assinalados 1.0
NUmero de Ortogrupos 29
Numero de Ortogrupos espécie-especifico 0
Numero de genes em Ortogrupos espécies-especifico 0
Porcentagem de genes em Ortogrupos espécies-especifico 0
Tabela suplementar 3. Anélise descritiva do Orthofinder para OR.
Caracteristicas

Numero de Espécies 6
NUmero de Genes 353
Numero de Genes em Ortogrupos 351
NUmero de Genes ndo assinalados 2
Porcentagem de Genes em Ortogrupos 99.4
Porcentagem de Genes ndo assinalados 0.6
NUmero de Ortogrupos 50
NUmero de Ortogrupos espécie-especifico 0
NUmero de genes em Ortogrupos especies-especifico 0
Porcentagem de genes em Ortogrupos espécies-especifico 0

64
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Tabela suplementar 4. Relacdo de OBPs identificadas como ort6logos entre as espécies com relacdo

one-to-one.
D.
arizonae D. buzzatii D. hydei D. mojavensis | D. navojoa | D. virilis
D. arizonae - 24 20 26 24 25
D. buzzatii 24 - 20 34 23 31
D. hydei 20 20 - 22 24 24
D. mojavensis 26 34 22 - 26 36
D. navojoa 24 23 24 26 - 27
D. virilis 25 31 24 36 27 -

Tabela suplementar 5. Relacdo de ORs identificadas como ortdlogos entre as espécies com relagdo

one-to-one.
D.
arizonae D. buzzatii D. hydei D. mojavensis | D. navojoa | D. virilis
D. arizonae - 48 47 48 50 42
D. buzzatii 48 - 48 50 45 42
D. hydei 47 48 - 45 42 45
D. mojavensis 48 50 45 - 48 40
D. navojoa 50 45 42 48 - 42
D. virilis 42 42 45 40 42 -
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Tabela suplementar 6. Genes paralogos OBPs nos genomas das espécies D. hydei e D. virilis e 0s

ortogrupos aos quais foram associados.

Ortogrupo Espécie Gene l Gene 2
D. hydei
0OG0000001 Obp99a LOC115482839 Obp99a LOC111600677
OG0000005 Obp56h LOC111592805 Obp56h LOC115483814
0G0000017 Obp57¢ LOC111595528 Obp57¢ LOC111595431
D. virilis
0OG0000000 Obp46a LOC6625059 Obp46a LOC6624798
0G0000023 Obp50a LOC6627070 Obp50c LOC6627071
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Tabela suplementar 7. Genes paralogos Or nos genomas das especies D. hydei, D. mojavensis, D.

navojoa e D. virilis, e 0s ortogrupos aos quais foram associados.

Ortogrupo Espécie Gene l Gene 2
D. hydei
0G0000010 OR85d LOC111598625 OR85d LOC111597551
D.mojavensis
0OG0000000 OR59b LOC26528727 OR59b-like LOC116803708
0OG0000006 OR22c LOC6578143 OR22c¢ LOC6578143
0G0000012 OR47b LOC6578413 ORA47b LOC6578414
0G0000041 OR85c LOC6572199 OR85c¢ LOC26528198
D. navojoa
0OG0000015 OR67d LOC108652442 OR67d LOC108652442
D. virilis
0OG0000000 OR59b LOC6630620 OR59b LOC26531549
0G0000001 OR42a LOC6636383 OR42a LOC6636382
0OG0000005 OR59a LOC6627051 OR59a LOC6626964
0OG0000009 OR92a LOC663149 OR92a LOC6631499
0G0000011 OR83c LOC6628121 OR83c LOC116651603

0G0000013

OR45b LOC6636460

OR45b LOC116651034




Figura suplementar 1. Testes de Selecdo par a par.

Figura suplementar 1. 1A. Genes Obp.
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Figura suplementar 2. Visualizagdo dos resultados M2-M8 das andlises do codeML para as 16 proteinas OBP que apresentaram sitios selecionados

positivamente em pelo menos um dos quatro testes de selecédo realizados, disponibilizado pelo toolkit ETE. As mudancas de aminoacidos significativas

para o teste do Codeml estdo em evidéncia em amarelo.
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Continuacéo Figura suplementar 2.
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Continuacéo Figura suplementar 2.
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Continuacéo Figura suplementar 2.
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Figura suplementar 3. Visualizacdo dos resultados M2-M8 das analises do codeML para as 39 proteinas OR que apresentaram sitios selecionados
positivamente em pelo menos um dos quatro testes de selecdo performados, disponibilizado pelo toolkit ETE. As mudancas de aminoacidos significativas

para o teste do Codeml estdo em evidéncia em amarelo.

i)

H " f N A T 0, TR \ i } AT ey t \ t # { ||v i
p— AT H;;‘.J s :\L.,__.,.kx__“,l.'\ Sk -nk.r.;"g..l.jt.,;..!q‘,,r{' i et sad }‘%"J"'?“—:- ETFTSES & Rl ST, e L.,Lc = .,::1‘ St -}\— b FoT Pe  S i ” P e A vy E»"»riv"‘ 1 ’
3 i , . b

ti | B ln.ﬁ..,:l.tix'f Y I . ““; :f—ﬁ’ - gﬂmi‘_.;, T ' S ETTR

Xy smxmzu Eﬁ




78

Continuacéo Figura suplementar 3.

! i‘ Al 1 | | A
A - | M - ‘
A ,|! l&'*:,‘-; i,;-:,Y?».»ev;x:NL-‘:!J:&-:JVQ)E!sf.“f:-:——{‘f%:l~:£~_ﬁ'+t:, A /»~\r\4 }‘r\ 'v\ “ b b pve M e e M e s e e v'} 1!:‘,\&;:{’, ‘!::“,!T!?'i‘:‘:’:

!-' $ ,i_ e e ;h'-:--é" $ileag ‘J l‘.'J. "“1 o ealagineaiiasss st i iy s e s e o gy bt o e T e ‘l“

ku t‘ T —wv L \"rr‘”

o ‘+,f‘ r‘{ 'r-%—nyn‘lﬁ;t -urhu #{-ri -

| | i \ | |
A Ja‘ -t A AN H TR AR A | Ar—HN :
v+n "vr Lh"hm t«,,g—#t,v{*‘,L,.ifv»fﬂfﬁ-ié - \ A f Ul' - .‘Xu f'”"‘u"‘ e r--../ vr‘ ’ ‘1 #t |14‘-r5“ 4 0 rrvbf b A AT ‘~unv"-'*‘f'rtﬁmr‘v!'v‘}k'" ’W‘ "‘H "‘nmv vriv t“"}-mf"*:vy{

4‘ﬂm‘mmm.nhl ﬂm i dﬁn‘lﬂliﬂ‘ I ﬂ*uﬁ*hﬁ.nm highuats ‘u.umuu‘ul

g e s i A o

| g |

e A ! —— A A . + i "
T SRS ’!{'{\.f:[‘i"S'Z : »';'}"i‘—"?*{*’>\§'“’;"Uj"f’; "’f.""—."* ‘l‘ e\t e :“rﬁ")‘;l‘k”?*,’:”g; ’\E'h?' : ~.{.}“2‘"£"4’F.’”‘2 e {.3.‘"—1‘5'-';3"\ | !"T'l&”‘_\’\!" 'i""i&‘LZ'L‘Z"i""’.""‘!ﬁ“{“‘i' "\:J"f.’ syl T ot

Aty

H i | i I | j—ri 1 o e , : 7 i i i
1:,Au.'m,.‘hJ,..“Hn,_-,gjm!,ﬁfli'.é,f.g:ji,inﬂﬁ" TEaadRal 'fx" T *._..ir{"ni;‘.n;L:.m,q.,,eiJ:_i_,n'...éh..qfhl‘@Au."ﬁéxiz*:h_ia;.i_.,xé,,.Ar:‘ﬁ.z_mlj_lnr.;_dqfq";‘fls.gﬁ',@i‘i.;,_.d..!‘J?:E.JA}!'.,ri_.dli..r:u[.ih.‘pf.;._."nﬁ_:‘h_s'ﬂuljﬁ_.jLL.'An.y.tgn.r!...l‘;;nmfm@!u.!fn.;.:l..i...nF.yl.upml:dueﬁm:..'n‘gu.d:;:;;u*u':a,a!;.izui_mi:ljyta,{unua.-.;‘:uﬁlgim’.qxu.f.»ih!




79
Continuacéo Figura suplementar 3.

oo e e e v

TR— e

[ \‘| ‘
[} ey e ~--A~-'~x-.-'~\;—~y'v,~n~—~.L»—~¢? it

- A } A ” |
<|;L \r d h-!\ A=A ..:..‘ r—— A_ \r‘;l\xrt_,-—u,g.x it 'I_A, ;;L,";..?_;r\«‘ :-J»;l‘r '“’:4}'14_1_2\_‘ a_fql,i»,:!}_“\:_f .&L E/‘L,_ =St T

Fi -’”‘—’\ e -f*‘—; —:':'\.“‘: S

— [ , ‘ : .
soiakiakang I ) L;A'nlf{i-_ n"_xhﬁj"r'.- “1_ .IAI!:‘I_ saaial ‘ T S IeRereee B 1T A 1 ls_d- a!‘-.z_. coasablaad i _ll_A o H =- J'I = o u Ih

I . i 'o!h}:;___.!_‘_". oo I | ! hv»‘n i iz I xé x.e"‘ 1

-t 4 i
i“*'f;-z-,—,_(?ui»!tfu:v S ‘-'nrx e H «‘; = —.‘M» vu! _«f—w e r}!l

g |
(8
::;d,i.qﬁ‘:.i!i I wLL‘.u.i JmLu_u“Al"_m U 1!4unllnf¢4ﬂilnld_.anm s juniass f.unu_hlu duail ,‘Lﬂl “ 'nu.; d‘d‘ﬁnimummsﬂ‘u,mth‘Lun..hmuj“ "14ALL“JAJL.AulLdMn!iuJ;_AQIL AL;M!JL m.i»u.uuh ’:L_funux_ululh_'ﬂh!u. J A ‘Lnuﬂum. l.uu.xu.pl{ch':_:iuﬂuldﬂ}




80
Continuacéo Figura suplementar 3.

o ot e o arw  wae

A . T (T - .
il r* "w‘wvr“ m%-*~ Sy »girg v*v"-t rﬁl'- gt -.;41‘ At as x,,,,’-vL.,—--" 1l attprt= u4 L-\L'. &.‘,- JMM .J,,M. .‘u e -,»HL. s -/q... :vyh--'ﬁr .._mm} ~‘~|:'Qf ‘\;57{?

: u-_ﬂﬁ.immaﬂuh‘_h aLu_r__n_d.nn‘% 1 bt 'p__*._u’l l_.m u._...im]_uu.u_wvmu..i‘ MmluumMumLmAJuhum“hﬁLE‘ﬂV-"h!

LA
Lx?v

A

" A k,.l I\."'}\_.\"'“* ?"".'“,T"I'.’\"f#' }:—..,:?."‘ :x...'..-a:“..s_..‘\._gt'.: ".'.\—:‘}‘Af‘\:'"".\_:"':\ l“:‘é.’é\;"l“f/\r’\bv‘_:kl:ﬁ*,:M‘i\.l’:-‘ii‘lf‘\:{"!:"n‘.»—ql’!"q-'nl\.-.l:'hn-:..n—v L\L..\_‘b‘\. _L‘ e ‘-Q——’LL- \..u\ ‘».A\ ...L e “" At

g
B il
o =
=
51
=
 <nt
T
<
- =
oFt
i

i l._.~m!..1‘...||.!k|‘..‘).i.‘_‘_.\..:.A..:r...i..;jj'.,~1A§li‘q;.‘llyﬂ. .i.uu{ﬂ:,.‘:un;...‘le!.h.:m.!... ,:‘.L!.‘I',..!lilu_r. afaniiz ,...‘Al..:n.‘h,l...:ni.fg..\c!.m!:['.plq.i‘t._-, skttt

v"édl'fnmhv il -nhi. tasiiath tedidiian I-l r1_“._l[ biteeitil " u‘l:nl ikaaatbiisian, ij RTLLRT ‘ Saaik n !i l: i atale | l_ ifiasinabas i b saian) - wedicu _||:J ki it _.L taiatial bs liu )




81

Continuacéo Figura suplementar 3.

H | L

i 4 ;

! \

(S ST, STy SIONate YLISEonss S0, 7 U VT 3 | SSNOPPD e SO s VSt ) v | EENEEEE S WS SRS SIS e Sheiie - i b g % = _\.JL Depibpacatad M TN s
1 b ) '

f — n foanititinah s bt d ot —— ook ool " A " " 1 . T R e L | 'IL

T — S——_

Ly L” v ."L Jlr!!\- ‘W‘“ ‘4 Ku o{’v vA?AJ‘v }w ....._A.;,v Nl 4vl{ d yo—v‘

. by

T 1

h‘ul«{y .-c! s "'|Y i ‘HHL.J .,, | uf

ol

Yo b

S s 1'& L it 'li 'vlvl Al o rhu“ir”"“ﬂ t—«lp

i
i

" 1 m
j’rl!umlvuu‘”lL!a‘nnhi!Li u‘llJ‘?‘ntﬁhﬁ lutlirﬂllinl mMn ulm MMns A'huum Teatiattts l*Fu"' t*mlu Lulu! r:!' 1x'f L" me:'m

i LA
‘- e ‘ﬂH’ -u'l‘—-m-%-- 4&4 <t

*«: J’- -ru}wv ok -u—HL«A_ = N“ir*r' n.—_n(l -«u+ ’\:Lu.p v,i ',\, ,‘--.,, ‘\ A W &Iw‘i Ty p{f ‘ «HP \rL.* “hJ 'ﬁ} ‘-w“ﬁ ._.{. L*mp.-...b!-v s ,’uL-__‘F =z 'f\ ertrepes wfv...p__

631 Rt 3 i st 254

Tf""“""’i“"‘”"‘;‘g“'i"'! ":‘"f"'_.“‘"“é"“l,{“" !

:,!.1.:.....{\......_i..q..,.{..‘l.fnziiign.vf.ﬂ..

} 4 f—pee 11k KA f ,{ P O = 1 A | (\ ol AN ALY 0 TN
] 7, WY Y |
M ol Mo i Y ,‘l..j'/H.:qA.A‘ Xy m\ Ao o e \ 14‘,,,.14... .t.- skl s ',_E“H(‘ Yot e W sl hds o et .{_..{‘ bttt kA Y




82
Continuacéo Figura suplementar 3.

Covege 04 s e 47 o

‘:'f—i\:"'j?"‘:“‘-:—'z—'*:.*-z—:‘-:- i‘-':—t' b oo ?k‘i\-?‘"\:— "l‘*.-"\'::L;*{"::* fi}“'r' S ——

1 " I et ! JLRA
fr"'-}‘"2\".}"":—’:"*:'——!-“\.“";‘-’"‘A‘:'!'"'s—'}*“-:- gy b ,'j\*!"”\‘:"":“I\:"!E\"il‘l?—‘.."!‘f{":"’}“ﬁ{"\‘:'”'_"":—3"":'":“!"1"‘\.?‘" f\‘ \‘: S

. .

TR RS e ﬂ jidata ' z I B | P e e Mo l_i» 2 ._vl i_* uﬂi ih_s ‘_ln_ . 5

P-AA-A— H 4 4 ' " 4 ‘ .l } - I o oo oy ]
-—"n” L "\":‘"‘?4;‘?{ k.’\'dl“i“"’:ﬁ“‘.-,"h?"‘% ".*'":";“"t"\‘.""?"‘i‘""'r'\".'é“ L L B ‘\:’*"." ,‘"r AN peadibesdy 'i"";‘“r b H!,"‘l\'i; k?""* Wi g Nttt A‘\'s*'r""'}' g

";cMMLT-Um}mm;Mm_mM' bbbty -;;'llvlli‘rl i I.._n e T e '.F_l | _nl! _”M WGk 4“1“ il 5“1,%5&11’5_}. _-L,A{nll Mttt g ! - i

FHh A
it

-1 A | by
5t

)
] AT K
N Wyt Y st o s s e MY

’L A

]
sallaiad 'Inni....g..‘ﬂs

n

+ i b Y % 4 i At i N }
Ao ‘_J‘U- ‘_.I{u kMt aA ot »‘L.x,_— .‘....-._'\.,|I..»_~...,.._’_...5._.f-..:; ,—}.1.:'\!5‘..[ '...,A_I_,..:Iy_ ..,-5.“.-;..' 15 HAnA +4 .,;_;\“,__711'!, \._..'\l,.. ‘\.ﬂ;;]-;_.h:.

| T P T , 4
: £ J‘i“‘"’;\‘mz“‘".ﬂ'iz“‘é"*‘—.“"—*’L““i’\-;"":—f\'*.—';'"-.—*'-:“:*-:- b ’T*J‘: s ":"‘r"";.‘ =

NPT % W S B YW | TSN T SO | PO (w_—

|
.‘,1.5!.:.;.“-'«3.‘.._.54%3'-. s L.-_h‘ -




83
Continuacéo Figura suplementar 3.

2l | | 3 - Y | ’ 4 ") " * 3

!f“'**.}‘ S ‘“ﬂ.",-L'»’;"“‘3"")5’?L‘*?#.-“"‘i‘h?‘-h?"?“h*?"? ‘“:-“"'V.—'?'“{'“*‘{\“‘.?fh"; “'{fL’ ;'f‘“-.'\"':*"v’?“'ﬂ.!'”’;—'k%'*-.""%“'.:“ F;—T"J‘;*{:t*"*t“’:’*‘,=? bt W ;%*"!.'\ﬂi*": et ’;"":“”-.**.“4.}‘\‘i\’i-“"'?‘*‘?‘?“?“.*?-’?\ sttt e

e T W i, 4 | b ' i | Ll il
“Sotitbire Lt ottt Sl ot bt b Lot bt tbb s Mo g ittt Mt ittt bl

- : SEEEIEE :

a b TaR anlasalia

ettt s

e ,‘l\:-'H\:'»'.».—-:“ S —— ‘,V!*‘-;‘L‘}—\efw.——:“_

T N "-'i‘l‘ i




84

Figura suplementar 4. Predicdo das hélices transmembranas em 31 proteinas OR, indicando o0s sitios

com mudancas significativas de aminoacidos em pelo menos um dos quatro testes de selecdo

realizados.
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Figura suplementar 5. Predicdo da estrutura 3D de 16 proteinas OBP, indicando os sitios com

mudangas significativas de aminoacidos em pelo menos um dos quatro testes realizados.
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