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RESUMO

As espécies cactofilas do grupo repleta (género Drosophila) sdo um exemplo notavel de
adaptacdo a ambientes aridos. Esses insetos toleram o estresse hidrico e 0s compostos quimicos
toxicos produzidos por seus cactos hospedeiros que os habilitam a deter a herbivoria. Propde-
se que a especiacgéo dentro do grupo ocorreu por meio de uma radiacdo adaptativa em resposta
ao uso de novas espécies de cactos como sitios para alimentacdo e reprodugdo. Drosophila
mojavensis, que ocupa o sudoeste dos Estados Unidos e México, faz parte dessa radiacdo. Suas
quatro subespécies utilizam como hospedeiros primarios diferentes tipos de cactos, dos quais o
uso de espécies do género Opuntia constituem o estado de carater ancestral e, o de cactos
colunares, o estado derivado. Drosophila mojavensis wrigleyi, uma subespécie insular, utiliza
0 cacto palmado Opuntia litorallis. Por outro lado, as subespécies D. m. mojavensis, D. m. baja
e D. m. sonorensis, embora capazes de utilizar Opuntia ssp., preferem cactos colunares, dos
géneros Stenocereus e Ferocactus. Os cactos do género Opuntia tém uma composi¢do quimica
menos complexa em comparacdo aos cactos colunares, que contém maior quantidade de
metabolitos secundarios capazes de inibir o desenvolvimento das moscas. A capacidade de
destoxificar ou metabolizar esses compostos € uma vantagem evolutiva na exploracdo de novos
hospedeiros. Dados de transcriptoma de RNA-seq de larvas e de fémeas adultas (cabecas)
criados em meio de cultura a base de fuba-adgar foram analisados para identificar genes
diferencialmente expressos (DEG) entre D. m. wrigleyi e as outras subespécies em relacdo a
128 genes associados a localizacdo, aceitacdo e uso do hospedeiro. Os dois conjuntos de dados
apresentaram maior proporcdo DEGs associados as etapas de metabolismo e destoxificacéo,
como também em redes de interacdo Proteina-Proteina (PPI). Por outro lado, apresentaram
diferencas quanto ao enriquecimento funcional: os termos GO associados ao metabolismo e
destoxificacdo foram mais enriquecidos em larvas, e 0s associados a localizacdo e aceitacdo do
hospedeiro em cabecas. VariacGes nos padrdes de expressao entre as subespécies e interacoes
nas redes PPI, indicaram ser os genes Cypl8al, Cypl2dl e Cypl2el, associados a
destoxificacdo e ao metabolismo, bons candidatos a genes associados ao uso do hospedeiro.
Essa hipotese foi testada por meio da quantificacdo da expressdo génica via RT-gPCR em larvas
criadas em meios de cultura a base de Opuntia ficus-indica ou do cacto colunar Cereus
hildmaniannus. A expressdo génica das subespécies, e de D. arizonae, em compara¢do a D. m.
wrigleyi, adaptada a Opuntia spp., apresentou maior nimero de diferencas significativas quando
em meio de cultura a base de Opuntia, com destaque para o gene Cyp12d1. Por outro lado, a
exposicdo das linhagens ao meio de cultura a base Cereus hildmaniannus, um cacto colunar da
América do Sul, provocou aumento significativo da expressdo do gene Cypl2dl nas trés
subespécies adaptadas ao uso dos colunares; do gene Cypl2el em D. m. baja e D. m.
sonorensis; e do Cypl18al em D. m. sonorensis. A similaridade entre as subespécies adaptadas
a cactos colunares pode ser explicada por suas adaptacOes associadas ao metabolismo e
destoxificacdo de compostos toxicos especificos de seus respectivos hospedeiros. Esses
resultados revelam a plasticidade na expressao génica associada a destoxificacdo em espécies
que passaram por uma mudanca de hospedeiro. Além disso, demonstram expressao constitutiva
de genes especificos na presenca de seus cactos hospedeiros primarios e alternativos.

Palavras-chave: Metabolismo — Cactos — Interacéo planta-hospedeiro — Drosophila



ABSTRACT

The cactophilic species of repleta group of the Drosophila genus provides a notable example
of adaptation to arid environments. These insects are capable of tolerating water stress and the
toxic chemical compounds produced by their host cacti, which enable them to deter herbivory.
It is proposed that speciation within the group occurred through adaptive radiation in response
to the use of new cactus species as feeding and breeding sites. Drosophila mojavensis, which
inhabits the southwestern United States and Mexico, is part of this radiation. Its four subspecies
utilize different types of cacti as primary hosts, with the use of species from the genus Opuntia
representing the ancestral state, and that of columnar cacti representing the derived state.
Drosophila m. wrigleyi, an island subspecies, uses the prickly pear cactus Opuntia litorallis.
On the other hand, the subspecies D. m. mojavensis, D. m. baja, and D. m. sonorensis, while
capable of utilizing Opuntia spp., prefer columnar cacti from the genera Ferocactus and
Stenocereus. Cacti from the genus Opuntia have a less complex chemical composition
compared to columnar cacti, which contain higher amounts of secondary metabolites capable
of inhibiting the development of the flies. The ability to detoxify or metabolize these
compounds is an evolutionary advantage in exploring new hosts. RNA-seq transcriptome data
from larvae and adult females (heads) reared on cornmeal-agar culture media were analyzed to
identify differentially expressed genes (DEGSs) between D. m. wrigleyi and the other subspecies
concerning 128 genes associated with host localization, acceptance, and usage. The two datasets
showed a higher proportion of DEGs associated with metabolic and detoxification processes,
as well as in protein-protein interaction (PPI) networks. However, they displayed differences in
functional enrichment: GO terms related to metabolism and detoxification were more enriched
in larvae, while those associated with host localization and acceptance were more enriched in
heads. Variations in expression patterns among the subspecies and interactions within the PPI
networks indicated that the genes Cypl8al, Cypl2dl, and Cypl2el, associated with
detoxification and metabolism, are good candidates for genes related to host use. This
hypothesis was tested by quantifying gene expression via RT-gPCR in larvae reared on culture
media based on Opuntia ficus-indica or Cereus hildmannianus, a columnar cactus that is native
to South America. The gene expression of the subspecies and D. arizonae, compared to D. m.
wrigleyi, which is adapted to Opuntia spp., showed a greater number of significant differences
when on Opuntia-based media, particularly for the gene Cyp12d1. Conversely, exposure of the
strains to the Cereus hildmannianus culture media resulted in a significant increase in the
expression of the gene Cyp12d1 in the three subspecies adapted to columnar cacti; of the gene
Cypl2elin D. m. bajaand D. m. sonorensis; and of Cypl18al in D. m. sonorensis. The similarity
among the subspecies adapted to columnar cacti may be attributed to their adaptations related
to the metabolism and detoxification of toxic compounds present in their respective hosts. These
results reveal the plasticity in gene expression associated with detoxification in species that
have undergone a host shift. Furthermore, they demonstrate constitutive expression of specific
genes in the presence of their primary and alternative host cacti.

Keywords: Metabolism — Cactus — Drosophila — Plant-host interaction
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1. INTRODUCAO

A evolucéo de insetos fitéfagos e saprofagos € frequentemente marcada por mudangas
de hospedeiros. Em um cenario de mudanca ambiental, os gendtipos mais capazes de modular
a expressdo génica e que maximizem o valor adaptativo tendem a ser favorecidos. A analise
global de transcriptomas fornece uma visao abrangente dos padrdes de expressdo génica e suas
variagdes em diferentes condic¢bes, permitindo a compreensdo das bases genéticas e
moleculares da mudanca de hospedeiro. Este estudo investiga, por meio de analises
transcriptdmicas, a variacdo da resposta transcricional as mudancgas de cactos hospedeiros
utilizando as quatro subespécies de Drosophila mojavensis e sua espécie irma D. arizonae como

modelo.
1.1. O grupo repleta de Drosophila e seus cactos hospedeiros

Drosophila, um género da familia Drosophilidae, compreende 1.667 espécies de moscas
saprofitas conforme Béchli (2018), as quais se alimentam de leveduras e bactérias que
decompdem os tecidos de seus hospedeiros (Fellows; Heed,1972; Fogleman; Kicher, 1985;
Fogleman et al. 1990; 2001). Diferentes representantes do género se especializaram em utilizar
determinados hospedeiros para alimentacao, oviposicdo e desenvolvimento larval, incluindo
frutas, caules, seivas, folhas, flores, cogumelos e cactos (R'kha et al. 1991; Markow; O’Grady
2005; Matzkin, 2012; Markow, 2019). Espécies adaptadas a viver em cactos, conhecidas como
cactofilas, utilizam tecidos necroticos da familia Cactaceae como locais de alimentacdo e
reproducédo (Pfeiler; Markow, 2011; Oliveira et al. 2012; Hasson et al. 2018; Barrios-Leal et
al. 2021).

Diversos estudos propuseram gue tanto os cactos quanto as moscas cactofilas do grupo
repleta se originaram no norte da Ameérica do Sul (Edwards, Nyffeler; Donoghue, 2005;
Oliveira et al. 2012; Hernandez-Hernandez et al. 2014). As Cactaceae teriam ai se originado a
cerca de 32,5 Ma e se expandido para a América Central e America do Norte a cerca de 15-10
Ma (Arakaki et al. 2011; Hernandez-Hernandez et al. 2014). O grupo repleta de Drosophila,
por sua vez, teria se originado a 13,7 Ma ou a 6 Ma utilizando metodologias alternativas,
respectivamente idade do no e taxa de mutacdo, para calibrar a filogenia (Moreyra et al. 2023).

Os cactos hospedeiros de espécies do género Drosophila possuem adaptacdes que 0s
habilitam sobreviver em ambientes com condicdes extremas de temperatura e umidade

(Mauseth; Halperin, 1975). Os cactos que hospedam moscas do género fazem parte de



14

subfamilias distintas, como Opuntioidea e Cactodoideae, as quais sdo formadas por espécies de
cactos de composicdo fisico-quimica distintas. Dentre os Opuntioidea, o género Opuntia é
composto por 300 espécies encontradas principalmente em zonas aridas e semidridas (Stintzing;
Carle, 2005; Melgar et al. 2017; Giraldo-Silva et al. 2023). Estes cactos apresentam uma ampla
adaptabilidade ecoldgica sendo encontrados nas mais diferentes condi¢des climaticas pelo
continente americano, no Mediterraneo, no continente africano, na Australia e na india.

A composic¢do quimica do cacto varia de acordo com as leveduras associadas e 0s
compostos gerados por elas como acidos, alcoois e esteresEstudos sobre a composic¢ao quimica
dos cladddios de Opuntia spp. descrevem alta quantidade de agua, carboidratos, agtcares livres
(glicose, frutose e galactose) e acidos graxos (Stintzing et al. 2005; Ochoa et al. 2012; Manzur-
Valdespino et al. 2022). Os cladddios jovens apresentam &cido ascérbico, carotenoides e
clorofila (Guevara et al. 2001; Inglese et al. 2017). As flores acumulam betalainas e compostos
fenodlicos, enquanto os frutos tém composicao similar a dos cladodios, apresentando também
flavonoides (Silva et al. 2021). Algumas espécies, como O. littoralis, também apresentam
compostos derivados de terpenoides (47,2%), alcanos (7,6%), benzoidos (10,6%), e acidos
carboxilicos (11,6%) (Date et al. 2013; Wright; Setzer, 2014).

Os cactos colunares (Cactodoidae), em contraste, produzem maior concentracdo de
metabdlitos secundarios quando comparados a Opuntia spp. Compostos como alcaloides,
triterpenos, glicosideos, acidos graxos, fitoesterois sdo encontrados em tecidos necréticos
desses cactos variando conforme a espécie e até mesmo o estagio de decomposicao (Wright;
Setzer, 2014), e sdo, em maior parte, toxicos para as espéecies de Drosophila (Soto et al. 2014).
Mesmo assim, os cactos abrigam uma biodiversidade de microrganismos e insetos associados.
O grupo repleta de Drosophila, é um exemplo de adaptacdo a essas condi¢des.

Composto por grande nimero de espécies cactofilas (Oliveira et al. 2012), o grupo
repleta tem se diversificado independentemente por desertos do continente americano
(Wasserman 1982; Ruiz; Heed 1988; Markow; O’Grady, 2005). A divergéncia neste caso é
adaptativa e parece ser uma resposta a exploracao de diferentes cactos hospedeiros (O’Grady;
Markow, 2012; Barrios-Leal et al. 2021). Um mapeamento de cactos hospedeiros em uma
filogenia de 65 espécies do grupo repleta de Drosophila demonstrou que o uso de cacto do
género Opuntia (cacto palmado ou pera espinhosa) € comum ao longo da filogenia (Oliveira et
al. 2012). Mudancas para 0 uso de cactos colunares ocorreram multiplas vezes,
independentemente, ao longo da historia evolutiva do grupo. Essa observagdo sugere que 0 uso
de Opuntia é uma condicdo plesiomorfica, enquanto a diversificacdo para cactos colunares, de

composicdo quimica mais complexa, representa um estado de carater derivado (Oliveira et al.



15

2012). Essa hipotese € suportada pelas fontes: Breitmeyer & Markow (1998), Oliveira et al.
(2012), Hasson et al. (2019) e Korotkova et al. (2021). Contudo, a origem do género Opuntia
foi datada entre 7,5 e 3 Ma (Arakaki et al. 2011; Hernandez-Hernandez et al. 2014), o que
implicaria em ndo ter sido Opuntia o hospedeiro ancestral do grupo, e sim outros géneros da
subfamilia Opuntioideae, que se diversificaram a cerca de 10 Mya (Hernandez-Hernandez et
al. 2014). Por outro lado, as estimativas da taxa de mutagdo para o “crown” repleta esta em
torno de ~6 Ma (Moreya et al. 2023), 0 que indicaria que a taxa de mutacdo é mais precisa na
estimativa da divergéncia do grupo repleta suportando a ancestralidade do uso de Opuntia pelas
espécies do grupo repleta.

Na América do Sul, encontram-se espécies do complexo D. buzzatti associadas a
diferentes espécies de cactos (Ruiz; Wassaman, 1993; Manfrin; Sene, 2006). Drosophila
buzzatii é encontrada em tecidos necréticos de Opuntia e de cactos colunares (Moreyra et al.
2023), enquanto a espécie irma D. koepferae utiliza cactos colunares, mesmo em regides em
que sao simpatricas (Fanara; Hasson, 2001; Hasson et al 2019). Outro exemplo, sdo espécies
do complexo D. meridiana (Vilela et al. 1983; Oliveira et al. 2012) que apresentam populac¢des
polimorficas adaptadas ao uso de cactos Opuntia e ao uso de cactos colunares do género Cereus
sp. (Barrios-Leal et al. 2021).

Na América do Norte, o complexo D. mojavensis é composto por quatro subespécies
alopétricas adaptadas ao uso de cactos hospedeiros geograficamente distintos (Newby; Etges,
1998) (Figura 1). Endémica da llha Santa Catalina, na costa da Califérnia (EUA), D. m. wrigleyi
utiliza cactos Opuntia littoralis como hospedeiro (Richmond et al. 2013). As demais
subespécies também utilizam o cacto Opuntia spp., no entanto, sdo mais frequentemente
encontradas utilizando cactos colunares especificos. Esse uso é considerado por muitos autores
como preferéncia pelo cacto hospedeiro (Newby; Etges et al. 1998; Matzkin, 2013), ou mesmo
especializacdo (Date et al. 2014). Neste estudo, considerou-se que essas subespécies tém
preferéncia por tipos especificos de cactos colunares, ja que utilizam Opuntia na falta destes
(Matzkin, 2006). No continente, D. m. mojavensis é encontrada no Deserto de Mojave (estados
da California, noroeste do Arizona e sudeste de Nevada) em cactos barril (Ferocactus
cylindraceus). Localizada mais ao sul, na Peninsula de Baja California (México), D. m. baja,
utiliza comumente o cacto agria (Stenocereus gummosus), enquanto D. m. sonorensis, no
Deserto de Sonora (México e Sudoeste do estado de Arizona), é predominantemente encontrada
em tecidos necroticos de cacto tubo de orgao (Stenocereus thurberi). A populacdo de Sonora
pode ser encontrada compartilhando o cacto Sina (S. alamosensis) com a espécie irmd D.

arizonae (Ruiz et al. 1990; Smith et al. 2012), a qual utiliza diferentes cactos como hospedeiros
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e possui uma grande distribuicdo geogréafica abrangendo desde os estados do Arizona e Novo
Meéxico até Chiapas no sudoeste mexicano (Ruiz; Heed, 1988; Wasserman 1992; Reed; Nyboer;
Markow, 2007; Oliveira et al. 2012). A variagdo geografica e de preferéncia por hospedeiros
distintos torna o par de espécies D. mojavensis e D. arizonae um excelente modelo na

compreensdo da divergéncia adaptativa na natureza.

w

Mojave Desert
(Fero s eylindraceus)

—D. m. mojavensis

— D.m. W”gle)” St Catalina

Island }
(Opuntio litorallis)

—— D. m. sonorensis a Desert %
reus thurberi) =

D. m. baja

Baja California
(Stenocereus gummosus

D. arizonae

Cactus generalist

Figura 1. Relages filogenéticas entre as quatro subespécies de D. mojavensis e D. arizonae,
distribuicGes geogréficas e principais cactos hospedeiros. As relagdes entre espécies e subespecies
foram propostas em estudos moleculares. Fonte: Smith et al. 2012; Matzkin, 2008; Machado et al.
2007; Reed et al. 2007; Khalaff et al. 2020.

Populacdes mudam de hospedeiros frequentemente devido a alteracbes na
disponibilidade deles no ambiente (Date et al. 2013). Quando essas populacdes sdo
geograficamente isoladas, o fluxo génico pode ser dificultado, contribuindo com a divergéncia
de tracos adaptativos aos hospedeiros e, num segundo momento, levando ao em isolamento
reprodutivo (Etges et al. 2010). Nesse sentido, a mudanca de hospedeiro em D. mojavensis tem
sido apontada como uma das principais causas da divergéncia de suas populacfes. Estudos
buscam ainda reconstruir a historia evolutiva da espécie, com propostas diferentes, dependendo
dos marcadores moleculares utilizados. Smith et al. (2012) apontam que a populagéo
proveniente da Baja California (D. m. baja) € a ancestral de D. mojavensis e que teria divergido
da populagédo continental do deserto de Sonora (D. m. sonorensis) h& aproximadamente 0,25
Ma. Esta hipotese é suportada pela presenca de variagdes em locos das enzimas ADH e glicose-
6-fostato desidrogenase (G6pd) (Matzkin 2004). Reed et al. (2007) por outro lado, sugerem que

a populagdo continental Sonora-Arizona (D. m. sonorensis) seria a linhagem ancestral e teria
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concluido a colonizacdo dos desertos de Mojave e Baja California posteriormente. Machado
(2007), apesar de ndo apontar uma das popula¢ées como ancestral, mostrou que as populac¢oes
distribuidas ao norte (Mojave e Ilha de Santa Catalina) se agrupam em uma linhagem distinta
das linhagens ao sul (Baja California e Sonora-Arizona). Uma filogenia comum a essa ideia foi
proposta por Khallaf et al. (2020) utilizando sequéncias concatenadas de 9.087 genes. Em
relacdo as populagBes dos desertos de Mojave (D. m. mojavensis) e de Sonora (D. m.
sonorensis), estima-se que tenham divergido mais recentemente, ha aproximadamente 0,125
Ma (Smith et al. 2012). A ilha de Santa Catalina, por sua vez, teria sido colonizada por
representantes de populac6es da Baja California, hipotese suportada pela presenca de inverséo
3f2 em D. m. wrigleyi e auséncia dela nas populacdes de Mojave (Delprat et al. 2014). Essa
hip6tese foi corroborada por perfis transcricionais das quatro subespécies de D. mojavensis que
revelaram menor diferenca entre a expressao génica de D. m. wrigleyi e D. m. baja (Matzkin;
Markow, 2013).

1.2. Etapas do uso hospedeiro e suas bases genéticas

As especies cactofilas de Drosophila utilizam cactos em decomposicdo para
sobrevivéncia e reproducdo. As composi¢cdes morfoldgica, quimica e as espécies de levedura
associadas variam entre as espécies de cactos hospedeiros de Drosophila (Fogleman et al. 1990;
Fogleman et al. 2001; Matzkin et al. 2006; Matzkin, 2012; Matzkin; Markow, 2013). No estagio
larval, as espécies de Drosophila ingerem leveduras e o substrato e, no adulto, sdo atraidas por
componentes volateis produzidos durante essa decomposicdo (Gardiner et al. 2008; Markow
2019).

As populagdes de Drosophila apresentam adaptacfes que as habilitam a reconhecer e
processar 0s componentes especificos dos hospedeiros por meio de mudangas no metabolismo,
na fisiologia e no comportamento (Colleman et al. 2018; Allan; Matzkin, 2019). Assim, epera-
se que a adaptacdo aos hospedeiros cactaceos esteja relacionada a variacdo da expressdo génica
nas populagdes cactofilas. Isso € evidente para D. mojavensis pelas diferengas observadas em
tracos da historia de vida (Rajpurohit et al. 2013), morfologia (Pfeiler et al. 2009),
comportamento (Etges et al. 2006) e padrdes de expressdo génica (Matzkin; Markow, 2013).

O processo de superagédo dos desafios impostos pelos cactos ao desenvolvimento das
espécies de Drosophila foi sumarizado por Markow (2019) em trés etapas principais (Figura
2): localizagdo, aceitacdo e uso do hospedeiro (HLAU, do Inglés: Host Localization,
Acceptance and Usage). Durante a etapa de localiza¢do, moscas adultas diferenciam potenciais

hospedeiros no ambiente, integrando diferentes sistemas. Proteinas de ligagdo a odorantes
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(OBP) sao proteinas globulares que tém a capacidade de se ligar a moléculas odorantes nos
poros das sensilas quimiossensoriais e transportd-las para seus ligantes, 0s receptores
odorantes (OR) (Sanchez-Garcia; Rozas, 2008). Uma familia de mais de 60 genes codifica os
ORs, que sdo expressos em sensilas olfativas e antenas (Hallem et al. 2004; Gomez-Diaz et al.
2018). Uma vez que o hospedeiro é reconhecido, inicia-se uma segunda etapa, que envolve a
avaliacdo da composi¢cdo do substrato. As moscas avaliam a qualidade do substrato e a
presenca de outros organismos potencialmente competidores, predadores, patdgenos e
parasitas. A avaliacdo do substrato ¢ realizada por receptores gustativos (GR) codificados por
uma grande familia de genes expressos na cabeca, pernas e asas (Craig; Montell, 2009;
Stafford et al. 2012). Os ORs e 0s GRs convertem compostos quimicos volateis em informacédo
elétrica através de impulsos nervosos (Grabe et al. 2018; Diaz et al. 2018). O olfato e o paladar
também sdo reconhecidos e avaliados atraves de receptores ionotropicos (IR), que séo
expressos em certas partes da cabeca (Gomez-Diaz et al. 2018) e desempenham um papel

crucial na selecéo de locais para alimentagéo e oviposicdo (Chen; Amrein, 2017).

Uso do hospedeiro
metabolismo e detoxificagédo

Localizagao

Aceitagao

e
e
A\ >
Proteinas ligantes de odorante (OBP) Receptor gustatorio (GR) Citocromo monooxigenase P450 (CYP)
Receptor de odorante (OR) Receptor ionotrépico (OR) Glutatione S-transferase (GST)
UDP-glycosyltransferase (UDP)
k4 Esterase (EST)
‘ . N ATP binding-cassette (ABC)
LY
() Pug

A

Figura 2. Etapas da utilizacdo do hospedeiro por Drosophila: localizacéo, aceitacdo e uso. Familias
génicas associadas e locais de expressao. Fonte: Adaptado de Markow, 2019.

Apos a identificagdo e avaliacdo do hospedeiro, as moscas devem ser capazes de
utilizar o substrato para desenvolvimento e reprodugdo (Markow, 2019). Esses processos
requerem metabolismo adequado de nutrientes e destoxificacdo de compostos toxicos
produzidos pelos cactos hospedeiros como defesa contra herbivoria. Quando, durante a
decomposicdo, as leveduras e microorganismos nao sao capazes de metabolizar as substancias,

as larvas da Drosophila o fazem. As familias génicas dos citocromos P450 (CYP), das
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glutationa S-transferases (GST) e das UDP-glicosiltransferases (UGT) sdo conhecidas por
estarem envolvidas em processos de destoxificacdo relacionados a utilizacdo do hospedeiro
vegetal, de acordo com relatos em outros sistemas modelo (Aminet-Zach, 2005; Dow; Davies,
2006; Matzkin et al. 2006; Despres et al. 2007; Low et al. 2007; Li et al. 2008; Matzkin, 2012).
Este processo ocorre em trés fases determinadas por diferentes familias génicas (Misra et al.
2011). A fase | envolve enzimas destoxificantes, como as monooxigenases da superfamilia
Citocromo P450 (CYP450), que reduzem a atividade biolégica de uma ampla variedade de
substratos toxicos endogenos (metabolitos secundarios) e exdgenos (compostos xenobioticos)
(Chung et al. 2009). Na fase Il, enzimas como as Glutationas S-Transferases (GST) (Low et
al. 2007), as UGT (Luque; O'reilly, 2002) e as Esterases (EST) atuam nos subprodutos toxicos
gerados na fase I, tornando-os mais faceis de serem eliminados pelo organismo. Na fase Ill,
proteinas de ligacdo a Transportadores ABC (ATP-binding cassette) (Wu et al. 2019) e outros
transportadores transmembranas exportam ativamente as toxinas para 0 ambiente extracelular,

reduzindo a toxicidade dentro das células (Misra et al. 2011).

1.3. Respostas transcriptdmicas a mudanca de hospedeiro em Drosophila

Para investigar as bases genéticas da mudanca de hospedeiro e sua potencial relacdo
com a diversificacdo das espécies, estudos tém utilizado analises comparativas de morfologia,
comportamento e caracteristicas da historia de vida. Adicionalmente, abordagens mais
recentes envolvendo andlises genémicas (Oliveira et al. 2012; Rane et al. 2019; Allan;
Matzkin, 2019) e transcriptdmicas (Matzkin; Markow, 2013; Mateus et al. 2019) tém
contribuido para a compreensdo dos elementos associados as respostas genéticas de
organismos a hospedeiros alternativos: na identificacdo de familias génicas associadas a
adaptacdo a novos hospedeiros, sua taxa de evolucdo e variacao transcriptbmica entre espécies
relacionadas em resposta ao substrato (revisado em Simon et al. 2015).

Uma questdo comum a esses trabalhos esta relacionada ao modo como 0s insetos
conseguem superar as barreiras impostas pelas plantas hospedeiras. Os trabalhos sugerem que
a composicdo do hospedeiro desempenha um importante papel na variacdo de caracteres e que
também atua aumentando e reduzindo o valor adaptativo (Soto 2014; Borgonove et al. 2014;
De Panis et al. 2016; Singer; Parmensan, 2018; Hasson et al. 2018; Mateus et al. 2019).
Barrios-Leal, et al. (2021) analisaram caracteres da historia de vida de D. meridionalis quando
exposta a meios de cultura a base de O. monacantha e Cereus e identificaram que o cacto

colunar foi estressante para o desenvolvimento das moscas. De Panis et al. (2022) exp6s D.
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buzzatii e D. koepferae a diferentes dietas e identificou que a primeira apresenta resposta
transcricional modulada pelos alcaloides do seu hospedeiro secundario, enquanto a segunda
estd associada a espécie do cacto. A exposicdo de D. mojavensis, D. arizonae e D.
melanogaster a dietas com diferentes concentracdes de carboidratos e lipideos mostrou
diferencas na resposta transcricional, tendo D. mojavensis a maior variagdo (Matzkin et al.
2011). Mateus et al. (2019) expuseram linhagens geogréficas de D. m. sonorensis a meios de
cultura & base do cacto S. thurberi e do fruto do cacto Opuntia spp. e identificaram alteracoes
em aspectos da historia da vida e na expressao génica associadas a dietas sazonais.

Diferentes  abordagens  metodologicas  envolvendo  analises  gendmicas,
transcriptbmicas e experimentais oferecem insights para a questdo das bases genéticas da
adaptacédo ao hospedeiro (Date et al. 2013; Mateus et al. 2019; Anholt, 2020). Como acima
destacado, a relacdo Drosophila-cacto envolve uma série de etapas coordenadas por familias
génicas. Andlises transcriptdmicas recentes evidenciaram que essas apresentam diferencas
quanto aos DEGs entre as subespécies de D. mojavensis e D. arizonae (Oliveira et al. dados
ndo publicados). Neste caso, haveria diferencas nas redes metabolicas de subespécies e
espécies relacionadas? Tais diferencas contribuem com o entendimento da historia evolutiva
das espécies? Para identificar relacdes fisicas e funcionais entre proteinas, redes de interacao
proteina-proteina (PPI) sdo um recurso amplamente utilizado. Por meio delas, é possivel
identificar cadeias metabdlicas, tipos de interacdes entre proteinas e proteinas hub, isto é,
aquelas centrais em determinadas vias metabolicas (Sowmya; Ranganathan, 2014; Gemovic
et al. 2018). Além disso, possibilitam analises de enriquecimento funcional das proteinas em
rede o0 que possibilita a comparacdo de termos mais enriquecidos entre conjuntos de dados
(Szklarczyk et al. 2018).

O presente estudo teve como objetivo investigar o processo adaptativo experimentado
por essas populacdes por meio do padrdo de expressao de genes responsivos a diferentes
exposicOes ao substrato. Para testar a hipotese de que a expressdo diferencial de genes
associados ao uso do hospedeiro entre as subespécies de D. mojavensis e D. arizonae reflete o
processo adaptativo a esses cactos, formulamos trés perguntas: (i) As subespécies diferem na
expressao génica quando criadas em meio de cultura padrdo? (ii) Os genes diferencialmente
expressos em meio padréo resultam em redes distintas de interacdo proteina-proteina entre as
subespécies? (iii) A expressao génica das espécies/subespécies difere quando criadas em meio
de cultura a base Opuntia ficus-indica, um cacto palmado, e de Cereus hildimaniannus, um

cacto colunar?
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2. OBJETIVOS
Investigar a divergéncia genémica e funcional entre subespécies de Drosophila

mojavensis e D. arizonae em resposta a exploracdo de diferentes cactos hospedeiros.

Objetivos especificos:

A investigacdo tem por objetivo comparar a expressao génica nas quatro subespécies
de D. mojavensis (D. m. wrigleyi, D. m. mojavensis, D. m. baja, e D. m. sonorensis) e em D.

arizonae para:

1. Identificar genes diferencialmente expressos (DEGSs) associados ao uso do cacto hospedeiro

em transcriptomas de larvas e cabecas de fémeas adultas mantidas em meio de cultura padréo;

2. Propor redes de interacdo proteina-proteina (PPI) para familias génicas associadas ao uso

do hospedeiro;

3. Propor genes candidatos associados a mudanca de hospedeiro por meio da quantificacdo da
expressdo de genes associados ao metabolismo e destoxificacdo via RT-gPCR de larvas

expostas a meios de cultura a base dos cactos Opuntia ficus-indica ou Cereus hildimaniannus.
3. MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental do presente estudo (Figura 3) constituiu na realizacéo
de analises de dados trancriptdmicos das linhagens das espécies D. mojavensis e D. arizonae,
e posterior ensaio para andlise de efeitos na expressao génica em linhagens expostas a

diferentes dietas.

Dados Redes de interacao
transcriptomicos Proteina-Proteina (PPI) -
[RNA-seq - DESeq?] [STRING] Genes candidatos para

validagao experimental
Larvas e Cabecas via RT-gPCR
D. m. wrigleyi
D. m. baja

D. m. mojavensis
D. m. sonorensis
D. arizonae

Quantificacdo relativa (RQ)
[DeltadeltaCt]
+

Exposicao a meios de cultura a

. RI-gPCR Analises estatisticas
base de cacto Opuntia spp. e de [Sistema TagMan AgPath- [Mann-Whitney e Kruskall-Wallis)
cacto Cereus spp. ID One Step]

\_ [2 geragdes]

Figura 3. Fluxograma do delineamento experimental. Fonte: Elaborado pela autora.
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3.1. Dados transcriptdémicos e de expressao génica

Neste estudo, utilizamos bibliotecas de RNA-seq produzidas por nosso grupo de
pesquisa (Oliveira et al. dados ndo publicados). O mRNA foi extraido de 15 larvas e 10 cabecas
de fémeas, com 10 dias de idade, com trés réplicas técnicas de D. arizonae e das quatro
subespécies de D. mojavensis. A priorizacéo do sequenciamento do transcriptoma de fémeas se
deve ao fato de que fémeas desempenham um papel importante na escolha do hospedeiro
acasalamento e oviposicéo e tal comportamento ndao ocorre em machos (Janz; Nylyn, 1997). As
bibliotecas foram preparadas usando Illumina TruSeq (Illumina, San Diego, CA) e
sequenciadas pela técnica paired-end, com leituras de 100-bp com o sequenciador Illumina
HiSeq4000 por Genomeast (Estrasburgo, Franca). As linhagens foram obtidas do UC San Diego
Drosophila Stock Center: [D. m. mojavensis: Anza (01), Deserto de Anza Borrego, Califérnia,
EUA, n°: 15081-1352.01; D. m. wrigleyi: ClI (22), llha Catalina, Califérnia, EUA, n°: 15081-
1352.22; D. m. baja: BC (20), Regido do Cabo, Santiago, Baja California Sur, México, n°:
15081-1352.20 e D. m. sonorensis: AG (26), Baia de Agiabampo, Sonora, México, n°: 15081-
1352.26] e D. arizonae [HI (17), coletada em Metztitlan, Hidalgo, México, n°: 15081-1271.17].
Essas linhagens foram mantidas em meio de cultura padréo a base fuba-agar, no Laboratoire de
Biométrie et Biologie Evolutive, da Université Claude Bernard Lyon 1 (Villeurbanne, Franca).

Os dados normalizados por DESeq2 (Love et al. 2014) foram utilizados na deteccédo
de DEGs entre D. m. wrigleyi em comparacdo a D. m. mojavensis, D. m. baja e D. m.
sonorensis (Tabelas suplementares 1 e 2) (Oliveira et al. dados ndo publicados). Genes foram
considerados diferencialmente expressos se apresentaram p-value ajustado inferior a 0,05 e
log2foldchange superior a |1|. Este conjunto de dados foi utilizado nas analises incluindo
identificacdo de DEGs comuns e Unicos entre diferentes espécies e subespécies por meio da
construcdo de diagramas de Venn; identificacdo de DEGs associados a diferentes etapas de
uso do hospedeiro; construcdo de redes de interacdo proteina-proteina (PPI); selecdo de
DEGs candidatos para validagdo via RT-qPCR de larvas expostas a dietas a base de diferentes

cactos.

3.2. Predicao de redes de Interacdo Proteina-Proteina

3.2.1. Redes de interagdo proteina-proteina (PPI): Redes de proteinas foram propostas
utilizando a base de dados STRING (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al. 2018). Para tanto,
organizamos os IDs dos DEGs relacionados ao uso do hospedeiro e seus respectivos niveis de

expressdo (log2foldchange) em larvas (Tabela suplementar 1) e cabecas de fémea adulta
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(Tabela suplementar 2). Os dados foram organizados em listas distintas com as comparagoes
entre D. m. wrigleyi e as demais subespécies, as quais foram incluidas como input na fungéo
‘Proteins with Values/Ranks’ da ferramenta.

Para este estudo, optamos pelo uso da funcdo completa da ferramenta (full STRING
network) a qual apresenta interacGes fisicas e funcionais entre proteinas (Szklarczyk et al.
2018). As redes foram configuradas para apresentarem as interacdes de acordo com nivel de
suporte (confidence), sendo escolhido nivel de médio de confianca (score < 0.400, medium
confidence). As proteinas do input que ndo formaram interacdes robustas (disconnected nodes)
foram suprimidas. A ferramenta também gerou analise de enriquecimento funcional das redes,
que foi utilizada para marcacdo dos nés relacionados aos processos bioldgicos percepcéo
sensorial de estimulo quimico (GO:0007606) e processo metabdlico (GO:0008152). Os

resultados desta analise foram representados em gréaficos bolha como explicado adiante.

3.2.2. Anotacado funcional. A andlise de enriquecimento funcional foi realizada para
cada conjunto de genes das redes PPI pela plataforma String (Szklarczyk et al. 2018). Os termos
com p-value < 0.05 (FDR) foram selecionados para célculo de fator de enriquecimento e

visualizados em grafico bolha por meio da ferramenta SRplot (Tang et al. 2023).

3.3. Quantificagéo relativa de expressdo génica por RT-qgPCR

3.3.1. Meios de cultura. Tendo em vista 0 objetivo deste estudo de observar a
resposta transcricional a mudanca de hospedeiro, 0 meio de cacto no qual as linhagens séo
mantidas em laboratério devem ser o mais representativas da ecologia natural possivel, que
diferem neste caso pela preferéncia por cacto palmado do género Opuntia (D. m. wrigleyi) e
cactos colunares de diferentes géneros, mas que compartilham a caracteristica de terem uma
composicao mais rica em metabolitos secundarios toxicos (D. m. mojavensis, D. m. baja, D.
m. sonorensis) ou generalista quanto ao uso do cacto hospedeiro (D. arizonae). Todas as
linhagens estudadas foram mantidas em meio de cultura preparado a partir de meio de cultura
a base de banana no qual foi adicionado puré de cladodios de cactos das espécies Opuntia
ficus-indica e do cacto colunar Cereus hildmaniannus. Os dois tipos de meio de cultura
passam a ser denominados como meio a base de Opuntia e a base de Cereus. Os dois tipos
de puré de cladodios foram preparados e autoclavados por 20 minutos e, posteriormente,
misturados ao meio padrdo de banana. Cada receita de meio de cultura banana-cacto foi
composta por agua (1000 mL), banana (250 g), glicose (25 g), agar-agar (20 g), fermento em
po (30 g), solucdo alcoodlica de nipagin 70% (10 mL), &cido propibénico (10 mL) e puré de
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cacto (250 g). Os meios foram distribuidos em garrafas e tubos para a realizacdo dos

cruzamentos e cultura de larvas.

3.3.2. Material bioldgico e cruzamentos. Neste estudo foram utilizadas as mesmas
linhagens utilizadas para o sequenciamento dos transcriptomas, mas mantidas no Laboratério
de Evolucéo Molecular, do campus de S&o José do Rio Preto, da Universidade Estadual
Paulista, em meio de cultura para espécies cactofilas (banana-Opuntia), em camara de
temperatura a 25 °C desde sua obtencdo em 2015.

Cruzamentos intraespecificos foram realizados para as quatro subespécies de D.
mojavensis e para D. arizonae. Machos e fémeas virgens de cada linhagem foram separados
por sexo até 10 horas apds a eclosdo e armazenados separadamente em frascos contendo meio
de cultura banana+Opuntia, com 10 moscas por frasco, até que estivessem sexualmente
maduros (8° a 10° dias de idade). As garrafas de cultura foram mantidas em mesmas
condicdes de temperatura e umidade por 12 dias, depois disso os casais foram descartados.
Apds emergéncia dos imagos, machos e fémeas virgens F1 foram coletados diariamente,
separados por sexo e isolados em garrafas contendo meios a base de Opuntia e Cereus até
atingirem entre 8-10 dias de idade.

Para a obtengdo de descendéncia em diferentes meios de cultura, casais foram unidos
em garrafas contendo os respectivos meios de cultura e a descendéncia transferidas para os
respectivos meios de cultura por duas geracfes. A cada transferéncia, as moscas parentais
eram descartadas antes da proxima geracao emergir (F1 e F2). Trinta larvas no terceiro estadio
foram coletadas em quatro réplicas, resultando em quatro amostras bioldgicas para cada
linhagem. As amostras foram armazenadas diretamente em tubos Eppendorf (1,5 mL) a -80

°C para posterior extracdo de RNA e quantificacdo relativa de expressao por RT-qPCR.

3.3.3. RT-gPCR (Quantitative Reverse Transcription PCR). Para quantificar os
niveis de transcritos relacionados ao metabolismo e destoxificacdo em larvas expostas a
diferentes meios de cultura, foram selecionados genes da familia dos citocromos P450 com
maiores diferenciais de expressdo no conjunto de dados de DEGs (RNA-seq) e que
apresentaram localizacdo de interesse nas analises de redes PPI, como ocupando posicéao de
proteina hub. Os oligonucleotideos usados neste estudo foram desenhados para cada gene
candidato e para o gene de referéncia rp49 (Tabela 1), na ferramenta Prime3Plus software
(https://www.primer3plus.com/) baseados em sequéncias obtidas de genomas das cinco

linhagens montados por nosso grupo de pesquisa (Oliveira et al. dados ndo publicados).
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Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos desenhados para as rea¢des de RT-qPCR.

Genes Primers (5°-3°) Sondas (5°-3°)
Rp49_F AGAATCGTGTCTACTGCGGTG
Rp49_R GGTTTGTTAGACGCACCGAC

Cypl2dl_F AACGGCAACAGCGATAAACC

Cyp12d1_R AAACCTCAATTTGCCTGGCC

Cypl2el_F ATCGTGGACATGCTGCTGG

Cypl2el_R AGAACTGGGCCTTGAATGCG

CYP18al_F AATCCCAAGGAGATGCGACG

CYP18al_R TCGTTGACTCAGTGACTGGC

[6AM]ACGCAAGGAAARCGTTGAGCGCGCCI[BHQ1]

[6AM]GCCGCTGCTGCACAGGCGCGT[BHQ1]

[6AM]CCGTGGCCAGGCTGGTGCGCA[BHQ1]

[6AM]TGGGTCGCATCGTCTGCCCACG[BHQL]

As amostras de RNA das cinco linhagens foram extraidas com RNeasy kit (Qiagen),
tratadas com DNase com DNA-free kit (Ambion), quantificadas usando espectrofotometro
(Nanodrop) e posteriormente mantidas em freezer -80 °C. As reacbes de RT-gPCR foram
realizadas com de sistema TagMan One-Step usando reagentes AgPath-ID One-Step RT-
PCR (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, U.S.A). Os reagentes foram desenhados
para amplificacdo dos RNA alvos com sensibilidade e robustez por meio de uma estratégia
rapida de transcricdo reversa em tubo Unico. Para uma reacdo (20 pL volume final), 5 pL
RNA total (20 uM) foram diluidos em 2,3 puL de agua nuclease-free (Dpec), 0,3 uL de
oligonucleotideos forward e reverse (10 uM cada), 0,8 uL sonda fluorescente FAM (10 uM),
10 pL RT-PCR buffer e 0,8 uL RT-PCR enzima. A fase de amplificagéo foi realizada em um
sistema Applied Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR. As condi¢6es de ciclagem foram
as seguintes: 10 minutos a 45 °C (1 ciclo); 10 minutos a 95 °C (1 ciclo); e 15 segundos a 95
°C seguidos por 45 segundos a 55 °C (40 ciclos).

A quantificacdo relativa (do Inglés relative quantification, RQ) foi calculada pela razdo
entre a expressao relativa dos genes alvo em relacdo a do gene de referéncia (rp49). Com o
intuito de verificar a diferenca de expressao (log2foldchange) dos genes entre as linhagens, D.
m. wrigleyi adaptada ao uso de Opuntia, o estado de carater ancestral (Oliveira et al. 2012), foi
utilizada como amostra de referéncia. Os valores de RQ foram testados para normalidade e
homogeneidade por meio de testes Shapiro-Wallis (p<0,05). Para calcular a variancia da
expressao génica entre subespécies em cada meio de cultura foi realizado o teste Kruskal-Wallis
(p<0,05) em razdo da falta de distribui¢cdo normal e homogeneidade dos dados. Adicionalmente,

a variancia de cada linhagem entre os meios de cultura foi testada por meio do teste Mann-
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Whitney (p<0,05). Os resultados dos niveis de expressdo e dos testes estatisticos foram

representados em gréficos de barras usando o pacote R.

4. RESULTADOS

Para investigar a relacdo entre a expresséo génica e a mudanca do cacto hospedeiro em
D. mojavensis e D. arizonae, foram utilizados os dados transcriptdmicos de larvas e cabecas de
fémeas (RNA-seq) previamente obtidos. Inicialmente serdo apresentados os resultados das
analises de interagdo proteina-proteina e enriquecimento funcional. Em seguida, serdo
apresentados resultados do experimento de exposi¢do das linhagens as dietas alternativas de
cactos seguidos dos resultados de quantificacdo da expressdo (RT-gPCR) de genes associados

ao metabolismo e destoxificagéo.

4.1. Abundancia de DEGs em transcriptomas de larvas e cabecas

Os dados de DEGs em larvas e cabecas (Tabelas suplementares 1 e 2) mantidos em meio
de cultura padrdo (fuba-agar) foram analisados com o objetivo de identificar genes com
expressdo compartilhada entre a subespécie com preferéncia por cacto palmado (D. m. wrigley),
e as trés subespécies com preferéncia por cactos colunares (D. m. mojavensis, D. m. baja, e D.
m. sonorensis), além da espécie irma D. arizonae, de habito generalista. Os dados reinem DEGs
de familias génicas associadas as etapas de localizacdo, aceitacdo e uso do hospedeiro e
possivelmente relacionados & mudanga de hospedeiro durante a evolugéo do grupo.

De modo geral, os dois conjuntos de dados (larvas e cabecas) apresentaram maior
proporcao de DEGs associados as etapas de metabolismo e destoxificacdo quando comparada
aquelas relacionadas as etapas de localizacdo e aceitacdo (Tabela 2). Essa diferenca é
especialmente evidente nos dados transcriptbmicos de larvas. Na comparacdo entre D. m.
wrigleyi-D. m. mojavensis registraram-se 40 DEGs associados ao uso do hospedeiro, enquanto
nas comparacdes D. m. wrigleyi-D. m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis, foram 55 e 52,
respectivamente. Este resultado corresponde ao esperado, tendo em vista que o
desenvolvimento larval ocorre principalmente em contato com o substrato. Por outro lado, os
genes associados as etapas de localizagdo e aceitacdo do hospedeiro, normalmente
desempenhadas pelo individuo adulto, se mostraram mais abundantes nos dados de cabecas.
Dentre as comparagdes, D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis apresentou 0 maior nimero de DEGs
(27) seguida das demais comparacdes as quais possuem 20 DEGs associados as duas etapas

juntas.
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Tabela 2. Namero de DEGs associados as diferentes etapas de utilizacdo do hospedeiro

em dados de larvas e cabecas.

Familias génicas

Localizacdo Aceitacdo

Metabolismo e Destoxificacao

Comparagao OBP OR IR GR UDP GST CYP ABC EST
| Larvas
D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis 6 3 1 1 6 4 22 4
D. m. wrigleyi-D. m. baja 12 7 3 3 7 7 24 11
D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis 10 3 3 1 7 10 26 6
Cabecas
D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis 11 10 2 4 6 5 16 3
D. m. wrigleyi-D. m. baja 11 7 2 0 5 3 24 5
D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis 5 9 4 2 5 3 20 4

Diagramas de Venn foram construidos para identificacgdo de DEGs Unicos ou

compartilhados entre as diferentes comparacgdes de cada conjunto de dados larvas (Figura 4A)

e cabecas de fémeas (Figura 4B). Para larvas (128 genes), a analise revelou que apenas 17%

dos genes sdo diferencialmente expressos em todas as comparacgdes. As comparagfes D. m.

wrigleyi-D. m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis apresentam quase duas vezes mais DEGS

em comum do que quando comparadas a D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis (8%). Ao analisar

genes exclusivos de cada comparacdo, D. m. wrigleyi-D. m. baja apresentou a maior propor¢édo

(26%) entre as trés, seguida por D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis (15%). Em relagdo aos DEGs

em cabegas (123 genes), foi observada uma proporgéo similar de genes comuns a todas as

comparacg0es (18%). A comparacdo D. m. wrigleyi-D. m. baja apresentou proporc¢éo similar de

DEGs compartilhados quando comparada a D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis (11%) e a D. m.

wrigleyi-D. m. sonorensis (10%), as quais, por sua vez, se mostraram mais diferentes entre si,

com apenas 7% de genes com expressdo compartilhada.
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Figura 4. Diagramas de Venn de DEGs nas comparagdes D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m.
wrigleyi-D. m. baja, D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis, em larvas (A) e cabegas de fémeas (B). Na
intersecgdo central, se encontram os DEGs compartilhados entre todas as comparacdes, seguidos por
aqueles compartilhados entre cada par de comparaces. Os DEGs Unicos estdo localizados nas bordas
do diagrama. Os DEGs associados a metabolismo e destoxificacdo estdo localizados na parte inferior de
cada intersecdo, enquanto aqueles relacionados a localizacéo e aceitagdao do hospedeiro estéo localizados
na parte superior de cada interseccao. Fonte: Elaborado pela autora.

O conjunto de DEGs de cada comparagéo se mostrou distinto entre larvas e cabegas em
namero e composic¢ao. O nimero de genes associados a localizacao e aceitacdo do hospedeiro,
apresentou aumento expressivo entre a fase larval e a adulta, principalmente na comparacao D.
m. wrigleyi-D. m. mojavensis, na qual mais que dobrou (larvas: 11; cabecas: 27). Ainda,
observando os genes exclusivos desta comparagdo, percebe-se que o numero foi oito vezes
maior em cabecas (2 e 16, respectivamente). Menor aumento foi observado na comparagéo D.
m. wrigleyi-D. m. sonorensis; para 0 numero de genes associados as referidas etapas aumentou
de 17 (larvas) para 20 (cabecas) e para o numero de genes exclusivos (larvas: 5; cabecas: 9).
Contrariamente, na comparacdo D. m. wrigleyi-D. m. baja, o nimero de genes de localizacéo e
aceitacdo foi maior nas larvas (25 DEGSs) do que em cabecas (20 DEGSs), e 0s genes exclusivos
diminuiram de 13 (larvas) para 7 (cabecas).

A composicdo de DEGs de cada comparagdo também apresentou variagdo no nivel de
expressdo (log2foldchange, Tabelas suplementares 1 e 2). Dentre os genes comuns entre todas
as comparacoes e fase larval e adulta, o receptor ionotropico Ir21a (G114312), por exemplo, se
encontra subexpresso em larvas de D. m. sonorensis (-1,094466646); ja, em cabecas desta
subespécie, 0 gene encontra-se superexpresso (3,744124054) em sua comparagdo com D. m.
wrigleyi. O mesmo ocorreu com o citocromo P450 Cyp6a21 (G118307), o qual teve a expressao
aumentada cinco vezes entre as larvas (1,365475381) e (6,653429128) de D. m. wrigleyi na
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comparacdo com D. m. mojavensis. Dentre 0s genes exclusivos, na compara¢do D. m. wrigleyi-
D. m. baja, o receptor de odorante Orla (G114836) aumentou sua expressao entre larvas
(4,724862444) e cabecas (6,142224415).

4.2. Redes PPI de DEGs associados as etapas de uso do hospedeiro

Os dados de DEGs entre D. m. wrigleyi e as demais subespécies e associados as etapas
do uso do hospedeiro foram utilizados para a construcéo de redes de interacao proteina-proteina
a fim de identificar padrdes entre as linhagens e as fases de desenvolvimento (Figuras 4A-C e
5A-C). As redes PPI sdo compostas por nos ligados por linhas. Os nds representam as proteinas,
enguanto os anéis que os circundam representam o nivel de expresséo diferencial do respectivo
gene (log2foldchange) incluido no input. A coloracdo dos anéis varia entre azul e vermelho
representando genes super e subexpressos em D. m. wrigleyi, respectivamente. Os nds nao
circunscritos referem-se a proteinas dos bancos de dados da ferramenta String (Szklarczyk et
al. 2018). O centro dos nds, por sua vez, foi colorido de acordo com os processos bioldgicos
aos quais as proteinas estdo associadas, a saber, percepcdo sensorial de estimulo quimico
(GO:0007606) e processo metabolico (GO:0008152). Os nds ndo coloridos ndo estdo
relacionados diretamente com os referidos processos bioldgicos. As linhas que ligam as
proteinas representam as interacdes que podem incluir relacbes de co-expressdo, coocorréncia,
fusdo, vizinhanca e homologia entre as proteinas. O grau de suporte da predicdo dessas
interacGes varia entre baixa (0,150) e alta confianca (0,900) e esta representado por meio da
espessura das linhas.

De modo geral, as redes PPI apresentaram maior proporcdo de proteinas pertencentes
as familias CYPs e GSTs, 0 que pode ser explicado pela maior abundancia destes genes no
conjunto de dados DEGs (Tabela 2). A maior parte das proteinas agrupadas em clusters
pertencem as mesmas familias génicas e estdo associadas a processos bioldgicos e funcdes
moleculares similares (Tabela suplementar 3). Os clusters robustos destas familias génicas
estdo organizados no lado esquerdo de cada rede, com 0s ndés marcados em verde, junto a
clusters de proteinas das familias EST, UST, UDP e ABC. Ja, ao lado direito de cada rede e
marcadas em amarelo encontram-se redes de proteinas OR, OBP, IR e GR.

As redes PPI propostas para dados de DEGs em larvas (Figura 5A-C) apresentaram
clusters robustos de genes associados ao metabolismo e destoxifica¢do (nos verdes), em maioria
superexpressos em D. m. wrigleyi. Quando comparadas a rede D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis

(Figura 5A), maior semelhanca foi observada entre as redes das comparagfes D. m. wrigleyi-
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D. m. baja (Figura 5B) e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis (Figura 5C). A familia CYP se
mostrou a mais numerosa na relagéo de DEGs de todas as comparagdes, no entanto, na rede D.
m. wrigleyi-D. m. mojavensis (Figura 5A) formou o maior e mais centralizado cluster, quando
comparada as demais. Neste, 17 proteinas CYP superexpressas e subexpressas interagem com
a proteina central CYP18A1 (GI10931), a qual é diferencialmente expressa somente nesta
comparacdo e estd superexpressa em D. m. wrigleyi (log2foldchange=1,632897102). A
centralidade desta proteina sugere associagdo com diversas cadeias de rea¢des. Por outro lado,
nas redes das outras duas comparac@es (Figuras 5B e 5C), formaram-se um cluster robusto de
genes da familia GST sendo que aquele encontrado na rede D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis
apresentou trés das proteinas (G123194, GI24379 e GI123193) superexpressas em D. m.
sonorensis (log2foldchange = 6,205581896, 6,087788902 e 5,393809578, respectivamente).

A. D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis B. D. m. wrigleyi-D. m. baja

Figura 5. Redes de PPl de DEG em larvas:
A. D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis B. D. m.
wrigleyi-D. m. baja C. D. m. wrigleyi-D. m.
sonorensis. O diagrama ilustra interagdes
(linhas) entre proteinas (ndés) associadas a
etapas do uso do hospedeiro. Espessura das
linhas: grau de suporte das interacdes, variando
entre baixa (score 0,150) e alta confianca
(0,900). NOs marcados de acordo com o
processo biologico: metabolismo (verde);
sensibilidade a estimulos quimicos (amarelo).
Nivel de diferencial de expressdo: subexpresso
(vermelho) e superexpresso (azul), na
subespécie referéncia D. m. wrigleyi.
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As familias génicas associadas as etapas de localizacdo e aceitacdo do hospedeiro (n6s
amarelos) também formaram clusters de proteinas. As proteinas estdo, em sua maioria,
superexpressas nas linhagens com preferéncia por cactos colunares. O agrupamento mais
abundante destas proteinas referentes aos DEGs incluidos no input é observado na rede D. m.
wrigleyi-D. m. baja (Figura 5B), o qual também reuniu maior proporcdo de proteinas
superexpressas em D. m. baja. No entanto, € possivel identificar proteinas compartilhadas entre
as diferentes redes estabelecendo interacGes com diferentes proteinas. A proteina IR21A, por
exemplo, se encontra nas trés redes, sendo superexpressa em D. m. mojavensis e D. m. baja. Na
rede D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis, por outro lado, se encontra subexpressa em D. m.
sonorensis. Apesar dos diferentes padrbes de expressdo, nas redes envolvendo as subespécies
D. m. bajae D. m. sonorensis, a proteina IR21A apresenta relacao direta com a proteina também
diferencialmente expressa IR40A (G117492). Na rede de D. m. mojavensis, por outro lado, a
proteina apresenta interacdo apenas com outros receptores ionotropicos sugeridos pela
ferramenta.

As redes em geral reuniram proteinas pertencentes as respectivas familias génicas, no
entanto, interacGes entre diferentes familias também foram identificadas; dentre elas, interacdes
esperadas entre familias que, conhecidamente, compdem as mesmas vias metabdlicas. A
interacdo entre as familias CYP e GST foi observada em todas as redes, tendo a proteina GST1
(G119388) fazendo a ponte entre os dois clusters.

Apesar de comporem clusters separados, as familias CYP, EST, UDP e UGT também
apresentaram interacOes nas redes, especialmente naquelas envolvendo D. m. baja (Figura 5B)
e D. m. sonorensis (Figura 5C). Na rede de D. m. mojavensis a proteina CYP4C3 (G122127)
apresenta relacdo com outras proteinas CYP que compdem um cluster composto apenas por
citocromos. Ja na rede de D. m. baja a rede CYP4C3 apresenta interacdo de coocorréncia e co-
expressao com a UDP2 (G117058) a qual, por sua vez, interage com outras proteinas da mesma
familia e com esterases como a codificada pelo gene G122473 e a esterase E4 (G111062). Padrédo
semelhante foi identificado na rede de D. m. sonorensis, na qual uma UGT5 (G122626) se
encontra interagindo no cluster de proteinas CYP, as quais também estdo presentes na rede de
D. m. baja, o que indica maior similaridade entre as redes destas duas subespécies.

Além de fornecer informacges sobre interacdes entre proteinas, as redes PP elucidaram
interacdes entre proteinas com diferentes padrdes de expressdo. A rede envolvendo D. m.
mojavensis (Figura 5A) resultou em um curioso agrupamento de CYPs sub e superexpressos.
Curiosamente, a proteina CYP18A1, a qual apresentou expressdo diferencial apenas nessa

comparacao, interagiu com outros 16 genes da mesma familia, a maioria das quais ndo interage
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entre si. Dentre essas proteinas CYP12D1 (gene superexpresso em D. m. wrigleyi) interage com
CYP18A1, enquanto nas outras redes interage com CYP306al, cujo gene € superexpresso em
D. m. baja e D. m. sonorensis. O gene Cyp12d1 apresentou-se subexpresso nas trés subespécies
que preferem cactos colunares, com menor expressdo em D. m. mojavensis (log2foldchange= -
3,137837234) e D. m. baja (log2foldchange = - 3,02077904) do que em D. m. sonorensis
(log2foldchange = - 1,223437504). Outra proteina que apresentou um padrdo de expressao
distinto entre as subespécies foi CYP12E1l (GIl24047), subexpressa em D. m. baja
(log2foldchange = -1,422389921) e superexpressa em D. m. sonorensis (log2foldchange =
3,693038286). Essas diferencas entre subespécies que utilizam cactos hospedeiros do mesmo
género sugere que ja existem diferencas no padrdo de expressdo dos genes associados aos
mecanismos de destoxificagcdo de subespécies. Desse modo, os genes Cypl8al, Cypl2dl e
Cypl12el podem ser bons candidatos para verificar tal hipotese.

As redes PPI propostas para o conjunto de dados de DEGs em cabecas (Figura 6A-C)
seguiu um padrdo semelhante ao encontrado nas redes propostas para dados de larvas. Os genes
se apresentam em clusters de familias génicas. Dentre as trés redes propostas, a da comparagao
D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis (Figura 6A) apresentou nimero expressivo de proteinas
associadas a recepcdo de estimulos quimicos. Curiosamente, proteinas das familias GR, IR e
OR se encontram em sua maioria subexpressas em D. m. mojavensis (Tabela suplementar 2).
Proteinas da familia OBP formam cluster composto unicamente por proteinas OBP, em sua
maioria superexpressas na subespécie com preferéncia por cacto colunar.

A rede de comparacdo D. m. wrigleyi-D. m. baja (Figura 6B), por outro lado, apresentou
maior nUmero DEGs associados ao metabolismo. De modo muito semelhante a rede proposta
para larvas da comparacdo D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis (Figura 6A), as CYPs formaram
um cluster 16 proteinas ligadas a uma CYP central (CYP18ALl). Esta proteina hub ndo se
encontra diferencialmente expressa nos dados transcriptémicos de cabecas, tendo sido sugerida
pela ferramenta utilizada, com base em suas bases de dados. De qualquer maneira, sua presenca
como hub em diferentes redes sugere que o gene desempenhe papel importante em diferentes
vias metabolicas e tecidos. As proteinas CYP se encontram interagindo diretamente com um
cluster de EST e UDP, enquanto proteinas GST formam um agrupamento independente.

A rede proposta para a comparagdo D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis (Figura 6C)
apresentou a conformacdo mais distinta, ndo apresentando muitas interac@es entre proteinas de
diferentes familias génicas distintas. Em relacdo aos genes relacionados ao metabolismo, UDP
e EST compuseram um cluster, enquanto as proteinas GST formaram agrupamento separado.

O mesmo padrdo se aplica as proteinas de percepcdo a estimulos quimicos, associados as etapas
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de localizacdo e aceitacdo do hospedeiro. A referida comparacdo apresentou maior nimero de

proteinas IR diferencialmente expressas formando um cluster. Proteinas OR e OBP também se

agruparam separadamente.

A. D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis
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Figura 6. Redes de PPI de DEG em cabegas: A.
D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis B. D. m.
wrigleyi-D. m. baja C. D. m. wrigleyi-D. m.
sonorensis. O diagrama ilustra interagdes (linhas)
entre proteinas (n6s) associadas a etapas do uso
do hospedeiro. Espessura das linhas: grau de
suporte das interagdes, variando entre baixa
(score 0.150) e alta confianca (0.900). NOs
marcados de acordo com o processo bioldgico:
metabolismo (verde); sensibilidade a estimulos
quimicos (amarelo). Nivel de diferencial de
expressao: subexpresso (vermelho) e
superexpresso (azul), na subespécie referéncia D.
m. wrigleyi.

4.3. Andlise de enriquecimento funcional das redes PPI

Para melhor caracterizar a composicao do conjunto de DEGs nas linhagens de interesse

quando expostas em meio de cultura padrao (fuba-agar), realizamos analise de enriquecimento

funcional para os termos GO (FDR<0,05, Figura 7A-F) das proteinas representadas nas redes

PPI (Figuras 5A-C e 6A-C).
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Nas redes PPl propostas para DEGs em larvas, os termos GO mais abundantes estdo
relacionados principalmente com metabolismo e destoxificacdo (Figura 7A-C). Dentre eles,
processos biologicos como ‘UDP-glucose metabolic process’, associados a proteinas UDP e
fungdes biologicas como ‘Heme binding’ and ‘Iron binding’, associados as CYP, foram
identificados enriquecidos nas analises para as trés comparaces. Comparativamente, o termo
‘lonotropic glutamate receptor signaling pathway’ esteve enriquecido em D. m. mojavensis
(Figura 7A) e D. m. sonorensis (Figura 7C), enquanto ‘Glutathione metabolic process’,
associado as GST, foi mais abundante nas comparacdes envolvendo as subespécies D. m. baja
(Figura 7B) e D. m. sonorensis (Figura 7C). Apesar de menos representados, termos
relacionados a localizagdo do hospedeiro também se mostraram enriquecidos, sendo o ‘Sensory
perception of smell’ o mais abundante nas trés comparac@es, junto as fungdes moleculares
associadas como ‘Odorant binding’ e ‘Pheromone binding’, associadas as proteinas OR e OBP.

A analise de DEGs em cabecas revelou termos associados a localizacéo e aceitacao do
hospedeiro mais enriquecidos para as comparac6es envolvendo D. m. mojavensis (Figura 7D)
e D. m. sonorensis (Figura 7F). Dentre os mais enriquecidos (Log_Enrichment score >1,5) estéo
‘Sensory perception of smell’ e ‘Detection of chemical stimulus involved in sensory perception
of smell’ junto as fung¢des ‘Odorant binding’ e ‘Olfactory receptor activity’. Termos
relacionados ao metabolismo como ‘UDP-glucose metabolic process’ permaneceram
enriquecidos nos dados de cabecas das trés comparacGes. Alternativamente, a andlise da
comparac¢do envolvendo D. m. baja (Figura 7E) revelou o maior nimero de termos relacionados
ao metabolismo incluindo a biossintese de diferentes compostos, por exemplo, ‘Stenol’

‘Hormone’ e ‘Steroid biosynthesis process” e fungdes bioldgicas associadas a GST e CYP.
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Figura 7. Enriquecimento funcional dos DEGs presentes has redes PPI de larvas (A) e cabecas
(B). Eixo Y: termos enriquecidos organizados nas categorias processo bioldgico e fun¢do molecular.
Eixo X: indice de enriquecimento (enrichment score). Bolhas: tamanho proporcional ao nimero de
genes associados ao termo e a cor representa o valor estatistico (FDR). Fonte: Elaborado pela autora.

4.4. Expressao relativa de genes Cyp em resposta as dietas alternativas de cactos

Os genes associados ao metabolismo e destoxificacdo de compostos quimicos revelaram
padrbes distintos de expressdo em larvas cultivadas em meio de cultura padrdo (fuba-agar)
(Tabelas suplementares 1 e 2). Dentre os DEGs analisados nas redes PPI, trés citocromos foram
escolhidos para quantificacdo da expressdo em larvas cultivadas em meios de cultura com
diferentes composic¢des quimicas, a saber, Cyp18al, Cyp12dl e Cypl2el. O gene Cypl8al foi
escolhido por aparentemente desempenhar um papel de gene hub em rede de citocromos
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envolvendo a subespécie D. m. mojavensis (Figura 5A) e por sua funcgéo bioldgica associada ao
desenvolvimento larval de espécies de Drosophila (Guittard et al. 2011). O gene Cypl2dl
compds as trés redes propostas para os dados de larvas, estando superexpresso em D. m.
wrigleyi em todos os casos (Figuras 5A-C). Além disso, é reportado em diversos estudos como
uma primeira resposta a exposi¢do a compostos quimicos (McDonnell et al. 2012; Gao et al.
2022), 0 que o torna um bom marcador de expressao diferencial. Por fim, Cyp12el se mostrou
diferencialmente expresso nas comparagoes envolvendo D. m. baja e D. m. sonorensis, estando
subexpresso e superexpresso, respectivamente.

Neste trabalho, com o objetivo de investigar a variacdo da expressdo de genes
associados com a destoxificacdo entre as linhagens de interesse, quantificamos a expresséo dos
genes Cyp18al, Cypl2dl e Cypl2el em larvas expostas a meios de cultura & base de Opuntia
e Cereus. Nessa secdo, reunimos os resultados comparativos da quantificacdo da expressao de
cada gene entre as linhagens (Teste Kruskal-Wallis, p< 0,05) e, em seguida, a variacdo na

resposta de cada linhagem aos diferentes meios de cultura (Teste Mann-Whitney, p< 0,05).

4.4.1. Variacao transcricional da resposta as dietas entre espécies

O padrdo de expressao dos genes Cypl8al, Cypl2dl, e Cypl2el foi varidvel entre as
linhagens quando expostas aos dois tipos de meios de cultura (Figura 8). Nos dados de RNA-
seq utilizados na escolha dos genes candidatos, o gene Cypl18al se encontrou diferencialmente
expresso na comparacgdo entre D. m. wrigleyi (superexpresso) e D. m. mojavensis. A analise de
quantificacéo relativa (Figura 8A e 8D), por outro lado, revelou diferenca significativa apenas
entre D. m. wrigleyi e D. m. sonorensis (Kruskal-Wallis, p=0,0415) quando criadas em meio a
base de Opuntia (Figura 8A).
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Figura 8. Quantificacéo relativa (RQ) da expressdo dos genes Cyp em larvas expostas a meios de
cultura a base de cactos Opuntia (verde claro) e Cereus (verde escuro). A linhagem D. m. wrigleyi
é amostra referéncia (RQ=1). A-F Teste Kruskal-Wallis para diferencas na expressdo dos genes entre
espécies/subespécies (*, p<0,05). Comparacdes entre linhagens na dieta a base de Opuntia: A. Cyp18al,
entre D. m. wrigleyi e D. m. sonorensis, p> 0,05; B. Cyp12d1, entre D. arizonae e D. m. wrigleyi, D.
arizonae e D. m. sonorensis, e entre D. m. mojavensis e D.m. sonorensis. C. Cypl2el, D. arizonae e
D.m. baja, p<0,05. ComparacGes entre linhagens no tratamento com Cereus: D. Cyp18al, p>0,05; E.
Cypl2d1, entre D. arizonae e D. m. sonorensis; F. Cyp12el, D. arizonae e D. m. baja.

A expressdo do gene Cypl2dl se mostrou a mais variavel entre as linhagens testadas
(Figura 8B e 8E). Nos dados de RNA-seq 0 gene se encontrava superexpresso em D. m. wrigleyi
em todas as comparacg0es, variando apenas o nivel de expressdo (Tabela suplementar 1). Em
meio de Opuntia (Figura 8B), D. m. wrigleyi, subespécie que utiliza o cacto Opuntia e D. m.
sonorensis, adaptada ao uso de cacto colunar, apresentaram nivel de expressdo similar entre si
(p<0,05), e diferiram significantemente de D. arizonae (Kruskal-Wallis, p=0,0020). Diferenca
significativa também foi observada na expressdo do Cyp12d1 na subespécie adaptada ao uso de
cacto barril D. m. mojavensis e D. m. sonorensis (Kruskal-Wallis, p=0,0347). Em meio a base
de Cereus (Figura 8E), a expressdo do gene se mostrou significativamente maior na subespécie
D. m. sonorensis apenas em comparacdo a D. arizonae (Kruskal-Wallis, p=0,0016).

Os resultados da quantificacdo relativa de Cyp12el (Figura 8C e 8F) diferiu dos outros
genes quantificados. Notavelmente, quando exposta ao meio de Opuntia (Figura 8C), a espéecie

irm@ D. arizonae apresentou maior diferencial de expressdo entre as linhagens e diferiu
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significativamente de D. m. baja (Kruskal-Wallis, p= 0,0091). Apesar de nos dados de RNA-
seq 0 gene se apresentar superexpresso apenas em D. m. sonorensis (Tabela suplementar 1),
quando exposta ao meio de Opuntia essa subespécie e D. m. baja mostraram a menor expressao
desse gene quando comparadas as demais. O mesmo ocorreu ap0s a exposicdo ao meio de
Cereus (Figura 8F), a maior diferenca significante foi observada entre D. m. baja e D. arizonae
(Kruskal-Wallis, p=0,0495).

4.4.2. Variacao transcricional da resposta de cada espécie as diferentes dietas

A resposta transcricional das linhagens testadas variou em relacdo ao cacto ao qual
foram expostas (Figura 9A-C), conforme resultados do teste Mann-Whitney aplicado para os
trés genes quantificados. De modo geral, a expressao de ambos os genes foi maior em resposta
ao meio de Cereus quando comparado ao meio Opuntia. Comparando a resposta de cada
subespécie e espécie aos diferentes meios de cultura, o gene Cypl18al (Figura 9A) apresentou
expressao diferencial significativa apenas em D. m. sonorensis (Mann-Whitney, W=16, p-value
=0,02857); com expressdo aumentada em resposta ao meio de Cereus.

Os genes da familia Cyp12 apresentaram padrao similar de variagdo da expressao entre
as subespécies adaptadas ao uso de cactos colunares. O gene Cypl12d1 (Figura 9B) apresentou
expressdo aumentada em resposta ao meio de Cereus em D. m. baja (Mann-Whitney, W = 16,
p-value = 0,02857), D. m. sonorensis (Mann-Whitney, W = 16, p-value = 0,02857) e em D. m.
mojavensis (Mann-Whitney, W = 16, p-value = 0,02857). Um padrao similar foi observado no
gene Cypl2el (Figura 9C), o qual revelou maior expressdo em D. m. baja (Mann-Whitney, W
= 16, p-value = 0,02857) e D. m. sonorensis (Mann-Whitney, W = 16, p-value = 0,02857)

quando expostas ao meio Cereus.
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Figura 9. Quantificacéo relativa (RQ) da expressdo dos genes Cyp em larvas de D. mojavensis e D.
arizonae em relacdo a D. m. wrigleyi (cinza) expostas a meios a base de Opuntia (verde claro) e
Cereus (verde escuro). Diferencas significativas em cada linhagem quando exposta a diferentes meios
(Teste Mann-Whitney, *, p<0.05). A. Cypl18al, D. m. sonorensis. B. Cyp12d1, D.m. baja e D. m.
sonorensis. C. Cyp12el. D. m. mojavensis, D.m. baja e D. m. sonorensis.

5. DISCUSSAO

As andlises transcriptbmicas realizadas neste trabalho corroboram a divergéncia
genética entre as subespécies de D. mojavensis (Matzkin, 2006; Khallaff et al. 2020). Ha maior
divergéncia de expressdo génica entre D. m. wrigley e as subespécies da parte sul da distribuicdo
da espécie (Baixa California, EUA e Mexico) do que com aquela do norte (Deserto de Mojave,
California, EUA). A maior semelhanga entre os dois pares de subespécies (D. m. wrigleyi-D.
m. mojavensis e D. m. baja-D. m. sonorensis) em relagédo aos DEGs (128) nos transcriptomas
larvais das quatro subespécies de D. mojavensis concorda com as relacbes de parentesco
estimados a partir dos 2.043 genes BUSCO compartilhados que agrupam D. wrigleyi-D. m.
mojavensis e D. m. baja-D. sonorensis em outro estudo (Matzkin, 2006; Oliveira et al., ndo
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publicado). Concordantemente, as redes de PPI propostas a partir de dados de DEGs para cada
comparacdo também repletiram essas relagGes filogenéticas.

As analises dos dados transcriptdmicos de larvas, especialmente revelaram maior
similaridade entre os DEGs das comparacgdes envolvendo D. m. wrigleyi e as subspécies D. m.
baja e D. m. sonorensis, adaptadas ao uso de cactos colunares do género Stenocereus.
Concordantemente, as redes de PPI propostas para cada comparagdo foram congruentes com o
padrdo de divergéncia observado nos dados trancriptomicos. As redes PPl tém papel
fundamental em processos bioldgicos dos seres vivos (Lu et al. 2020). Desta maneira, oferecem
um panorama comparavel de relacdes entre proteinas comuns ou ndo a diferentes populacoes
relacionadas. As redes aqui propostas, sobretudo para os dados de DEGs entre larvas das
comparagOes D. m. wrigleyi-D. m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis revelaram maior
similaridade entre si (em namero de genes e padrdo de expressdo génica) quando comparadas
aquela proposta para D. m. mojavensis. Este resultado é concordante com a menor divergéncia
encontrada entre DEGs em larvas destas subespécies. Além disso, oferece informacgdes sobre
variaces em redes metabdlicas dentre as populacdes adaptadas ao uso de diferentes cactos
colunares (cacto barril, cacto agria e cacto tubo), tendo em vista o padrdo distinto da rede
proposta para os dados de DEGs em D. m. mojavensis.

As comparaces de redes PPI possibilitaram a compreensédo de relagGes entre proteinas
codificadas por genes HLAU. No geral, as redes reuniram as familias génicas em clusters.
Foram observados agrupamentos de genes relacionados a diferentes etapas do uso do
hospedeiro. Estes resultados estdo de acordo com o que se conhece sobre as cadeias metabdlicas
envolvendo genes HLAU (Misra et al. 2011; Markow, 2019). O agrupamento observado de
interacGes entre as OBP e 0s OR, associadas a fase de localizacdo do hospedeiro, se justifica
pela acdo conjunta dessas proteinas no sistema quimiosensorial das moscas (Anholt et al. 2020;
Matsuo et al. 2007). As OBP atuam como intermediarias entre o ambiente e os OR (Leal et al.
2005) de modo que compostos odorantes que chegam por meio das sensilas sdo primeiramente
solubilizados pelas OBP e depois transportados pela linfa sensilar até os ORs ligados a
membrana (Leal et al. 2013). Portanto, essas familias génicas estdo diretamente relacionadas
com a identificacdo dos cactos hospedeiros pelas moscas, de modo que variagGes estruturais ou
de expressao nesses genes podem justificar adaptagdes a diferentes hospedeiros.

Adaptacdes que propiciaram sobrevivéncia em ambientes quimicamente desafiadores
como 0s cactos podem ter deixado assinaturas nos genomas e transcriptomas das subespécies
de D. mojavensis. Os CoV emitidos pelos cactos sdo o principal vestigio utilizado pelas moscas,

em especial as fémeas, na identificacdo do hospedeiro (Crowley-Gall et al. 2016), processo
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caracterizado como localizacdo (Markow, 2019). Estudos em D. melanogaster apontam que
alguns ORs guardam informacgdes importantes do ponto de vista ecoldgico (Dekker et al. 2006;
Linz et al. 2013). Adaptacdes olfatdrias das populagdes de D. mojavensis foram anteriormente
descritas em estudos de eletrofisica e ensaios comportamentais (Date et al. 2013) apontando
preferéncias das subespécies de moscas por compostos volateis caracteristicos de seus cactos
hospedeiros. Analises transcriptdmicas das quatro subspécies, demonstraram expressao
diferencial de ORs entre as populacées, sendo que D. m. mojavensis apresentou superexpressao
dos genes Or67b e Or71a, expressos em neurbnios excitaveis por compostos aromaticos
(Crowley-Gall et al. 2016). Dentre as comparacdes de DEGs analisadas neste trabalho,
identificamos que D. m. mojavensis reuniu a maior propor¢do de ORs diferencialmente
expressos em cabeca de fémeas. Dentre eles, o gene Or67a se encontra superexpresso nesta
populacdo, bem como também identificado por Crowley-Gall et al. (2016). Este gene também
foi reportado como responsivel a exposicdo de D. melanogaster a compostos aromaticos
(Mansourian; Stensmyr, 2015). Adicionalmente, a Opb19b, associado a variacdo do
comportamento de resposta a compostos aromaticos em linhagens selvagens de D.
melanogaster (Arya et al. 2010) também se encontra superexpresso apenas em D. m.
mojavensis. Concordantemente, dentre os cactos hospedeiros, o cacto barril (Ferocactus
cylindraceus) utilizado por D. m. mojavensis, foi relatado como o mais enriquecido em
compostos aromaticos dentre os cactos colunares hospedeiros utilizados pela espécie (Date et
al. 2013). Portanto, alteracdes no sistema quimiosensorial parecem influenciar a localizacao
especifica do hospedeiro em D. mojavensis.

Estudo recente demonstrou que, dentro do grupo repleta, algumas OBPs apresentam
marcas de selecdo positiva e apresentam diferentes padres de expressdo entre as espécies
cactofilas (Rondon et al. 2022). Esses autores também identificaram um caréater pleoitrépico da
familia génica (Arya et al. 2010), além da expressdo de alguns genes Obp em 6rgdos fora da
cabeca, como glandulas acessorias e ovarios (Shorter et al. 2016). O gene Obp19c, por exemplo,
€ expresso tambem ovarios e esta implicado na oviposicdo e no comportamento pos-copula
(Arya et al. 2010). Tem-se hipotetizado que, junto a outras OBPs presentes no liquido seminal,
este gene pode estar relacionado com a transferéncia de esperma durante a copula e o estimulo
da oviposicdo em D. melanogaster (Findlay et al. 2008; Mokashi et al. 2023). Nossos
resultados revelaram que este gene se encontra superexpresso na cabeca de todas as subespécies
adaptadas ao uso de cactos colunares, sendo que em D. m. mojavensis chega a ter expressao até
6 vezes maior quando comparada a D. m. wrigleyi. Dessa forma, a superexpressao do gene

Obp19c poderia influenciar a reproducao das moscas. Ainda, considerando que a reproducéo e
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oviposicdo ocorrem durante a fase de uso do hospedeiro (Markow et al. 2019), entende-se que
os sistemas quimisensorial e de metabolismo e destoxificagdo atuam conjuntamente na
avaliagdo dos compostos quimicos toxicos dos cactos.

As familias génicas associadas ao metabolismo e destoxificacdo foram os clusters mais
robustos nas redes PPIl. Em todas as redes propostas para dados de larvas, foram observadas
interacGes entre os agrupamentos de proteinas CYP e GST. Estas intera¢fes tém fundamento
tendo em vista que alguns citocromos e glutationas tém sido relacionados com as fases iniciais
da destoxificacdo de xenobidticos e de compostos enddgenos reativos (metabolitos
secundarios). Na fase I, as proteinas CYP oxidam as substancias quimicas, aumentando sua
polaridade. Posteriormente, na fase Il proteinas GST conjugam-se as substancias oxidadas,
formando conjugados glutationa os quais s&0 menos toxicos e mais facilmente excretados
(Misra et al. 2011). As interacGes fisicas e funcionais entre proteinas apresentadas nas redes
PPl oferecem, portanto, evidéncias das relacdes entre familias génicas envolvidas na
destoxificacdo, processo diretamente impactado durante a mudanca de hospedeiro em
Drosophila cactofilas.

A exposicao de D. mojavensis a cactos hospedeiros alternativos relevou que o gene
GstD1 estd implicado na adaptacédo a planta hospedeira (Matzkin, 2006). Analises da dinamica
evolutiva do gene, suportam a concepcéo da existéncia de quatro subespécies de D. mojavensis
diferenciadas geneticamente. O padrao filogeogréfico deste gene indica que as populagdes de
Mojave e Santa Catalina comp&em um cluster separado daquele composto pelas populacGes da
Baja California e Sonora (Matzkin et al. 2008). A partir destes resultados, Lopez-Olmos et al.
(2017) realizaram analises de evolucdo molecular do gene em populacGes cactofilas nas quais
ndo indentificaram alteracGes de aminoacidos nas sequéncias de espécies adaptadas a diferentes
cactos hospedeiros. No entanto, pontuam que espécies do grupo D. anceps apresentam
sequéncias de aminodacidos idénticas ao passo que sdo associadas ao uso de cacto palmado ou
colunar. Concluem, portanto, que se GstD1 esta implicada na adaptacdo de D. mojavensis aos
seus hospedeiros, isso se deve mais a variagdes nos niveis de expressdo do gene (Matzkin 2006)
do que a mudancgas estruturais (Lopez-Olmos et al. 2017). Em nossas anélises, o gene GstD1 ¢
diferencialmente expresso apenas nas comparagdes envolvendo D. m. baja (subexpresso) e D.
m. sonorensis (superexpresso). Na rede PPI proposta para DEGs em larvas de D. m. sonorensis
a proteina GSTD1 se encontra interagindo com outras proteinas da mesma familia também
superexpressas apenas nessa subespécie (G123194 e GI123193). A variagdo de expressdo do

gene GstD1 e outras glutationas pode, portanto, estar relacionada mais especificamente com a
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adaptacdo a hospedeiros colunares distintos, neste caso, 0s cactos agria (S. gummosus) e tubo
de érgdo (S. thurberi).

As espeécies de cactos hospedeiros de Drosophila cactofilas apresentam composigdo
quimica variada entre si, e até mesmo entre fases do processo de decomposicao (Wright; Setzer,
2014). Estudos dos compostos quimicos em diferentes fases de decomposicédo de S. thurberi
utilizado por D. m. sonorensis mostraram que quando em apodrecimento inicial apresenta
84,8% de concentracdes de acido carboxilico e, que, em aprodecimento tardio reduz a 3,8%.
Além disso, foi observada alteracdo nos subprodutos do metabolismo das leveduras,
principalmente no conjunto de acidos (Wright; Setzer, 2014). Substancias hidrofébicas como
compostos fendlicos e alcanos somaram 48% da composicao deste cacto e parecem ser produtos
da degradacdo do cacto e ndo produto da fermentacdo pelas leveduras. Em andlise dos
compostos volateis dos hospedeiros de D. mojavensis, Date et al. (2013) identificaram
preferéncias das subespécies D. m. mojavensis e D. m. wrigleyi pelas fases iniciais de
decomposicdo do cacto hospedeiros. Identificaram, ainda, que as misturas volateis do cacto
palmado (Opuntia) e de agria (S. gummosus) foram principalmente iguais em nimero de ésteres
e compostos aromaticos, enquanto o cacto barril (Ferocactus spp.) foi mais enriquecido em
compostos aromaticos e o tubo de 6rgdo (S. thurberi) em ésteres (Date et al. 2013). Assim,
considerando que os cactos colunares como o tudo de 6rgao tém alta concentracdo de compostos
hidrofébicos, é possivel que isso esteja refletido na maior superexpressao como as GSTs em D.
m. sonorensis a qual o utiliza como principal hospedeiro na natureza.

As enzimas CYP também tém um papel importante no processamento de diferentes
substancias tdxicas produzidas pelo hospedeiro (metabo6litos secundarios) ou presentes no
ambiente em que ele se encontra (compostos xenobioticos) (Feyereissen, 1999; Anholt 2020).
Em nossas analises de DEGs em larvas, tomando como referéncia D. m. wrigleyi, na
comparacdo envolvendo D. m. baja houve maior nimero de DEGs, no entanto o diferencial de
expressao foi em geral baixo. Por outro lado, na comparacéo envolvendo D. m. sonorensis, por
sua vez, o numero de genes Cyp diferencialmente expressos estiveram em menor quantidade,
mas com graus maiores de diferencial de expressdo. Considerando o papel importante desses
genes na destoxificacdo de compostos toxicos, nossos resultados sugerem que a expressao dos
Cyps seja requerida em um contexto de toxicidade maior, como é o caso dos cactos colunares
(Matzkin, 2014; De Panis et al. 2016, 2022; Diaz et al. 2018).

Respostas transcricional de D. mojavensis e D. arizonae a cactos alternativos
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Estudos gendmicos relevaram que genes associados a destoxificacdo estdo sob forte
pressdo seletiva, possivelmente como uma resposta evolutiva a interagdo com hospedeiros
toxicos (Matsuo et al. 2007; Hungate et al. 2013). Em Drosophila cactéfilas, analises
transcriptbmicas os apontam como parte de um sistema de repostas das moscas aos compostos
quimicos toxicos produzidos, sobretudo, pelos cactos colunares (Matzkin, 2014; De Panis et al.
2016, 2022; Diaz et al. 2018). Neste trabalho, quantificamos a expressao de trés genes Cyp em
larvas expostas a meios de cultura a base de um representante de cacto palmado (Opuntia ficus-
indica) e de um cacto colunar (Cereus hidmannianus).

Dentre os fatores que moldam as relacGes entre insetos e plantas hospedeiras, as defesas
quimicas produzidas pelas plantas se destacam. Substancias toxicas como metaboélitos
secundarios tem sido apontada como uma das principais forcas direcionadoras da adaptacdo ao
hospedeiro (Rosenthal; Berenbaum, 2012; Padré et al. 2018). Estes compostos classificados
como aleloquimicos, sdo produzidos pelos cactos hospedeiros e sdo capazes de alterar a
fisiologia das moscas (Whittaker; Feeny, 1971). Portanto, a adaptacdo Drosophila aos seus
cactos hospedeiro depende de mecanismos neutralizadores de compostos quimicos produzidos
pelas plantas (Anhoult, 2020). Com a eclosdo dos ovos, as larvas entram em contato direto com
o tecido necrético, por vezes ingerindo parte dele (Coleman et al. 2018; Markow et al. 2019).
Sendo assim, é esperado que as familias génicas relacionadas ao metabolismo e a destoxificacdo
desempenhem um papel importante neste estagio do ciclo de vida. Nossos resultados mostraram
gue o0s genes associados ao uso do hospedeiro foram os mais ambundante entre os DEGs em
larvas cultivadas em meio de cultura a base de fuba-agar. Dentre os DEGs associados a etapa
de uso do hospedeiro, observamos uma propor¢do maior de genes da numerosa familia CYP.
Os genes desta familia, de modo geral, codificam enzimas que catalisam reaces oxidativas
dependetes de heme. A partir desta reacdo, 0 composto poderd metabolizado mais facilmente
por outras moléculas. Além desta funcdo basica e conservada em diferentes taxons, outras
funces ja foram relatadas para diferentes genes desta familia (Feyereseien, 1999; Good et al.
2014), variando entre sintese e degracdo de horménios, acidos graxos, ferormdnios e
desintoxicacéo de fitoquimicos e inseticidas (Mizutani; Ohta 2010; Bak et al. 2011; Feyereisen
2011).

A participacdo do gene Cypl8al na sintese e degradacdo de ecdisteroides foi relatada
como fundamental no processo de metamorfose larval de D. melanogaster (Guittard et al.
2011). Este gene atua catalizando a conversdo de 20-hidroxiecdisona (20E) de modo a diminuir
quantidade de hormoénio circulante em determinados momentos do ciclo de vida. Em D.

melanogaster, a inativacdo de Cypl18al por RNAI resultou em um prolongamento do estagio
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larval e em letalidade pupal (Guittard et al. 2011), o que sugere que ambos aumento e
diminuicdo de horménios circulantes sdo essenciais para desenvolvimento adequado das
moscas. Coerentemente, a rede PPl proposta para a comparagdo D. m. wrigleyi-D. m.
mojavensis revelou interacao entre as proteinas 20E e CYP18A1. A proteina CYP18A1 também
foi determinante para a proposicdo do cluster de CYPs nesta rede e também na rede proposta
para os dados de DEGs em cabeca, na comparacdo D. m. wrigleyi-D. m. baja (Figura 5B). Em
ambas as redes a referida proteina ocupa uma posicao central, apresentando grande nimero de
interacdes com outras proteinas CYP o que a caracteriza como uma proteina hub. Essa classe
de proteinas tem sido reportada como mais essencial do que aquelas que ndo sdo hub (Zhang
2013), o que é coerente com o papel determinante que o gene Cypl8al tem no processo de
metamorfose em Drosophila.

Ao quantificar a expressdo deste gene em larvas expostas a meios de cultura a base de
cactos alternativos identificamos diferenca significante apenas entre D. m. wrigleyi e D. m.
sonorensis, quando expostas ao meio a base do cacto Opuntia. Nesta comparacdo, 0 gene se
encontrou superexpresso em D. m. wrigleyi. Embora n&o significantes as diferengas no meio de
cultura a base do cacto Cereus, os padrdes de expressdo do gene Cypl8al sugerem aumento de
expressdo nas subespécies adaptadas ao uso de cactos colunares. Quando comparadas em
relacdo a ambos 0s meios de cultura, apenas a subespécie D. m. sonorensis revelou diferenca
significativa na expressao do gene Cypl8al, tendo a expressao aumentada em resposta a0 meio
de cultura a base de Cereus. O cacto Cereus hidmaniannus (K.) Schum., € um cacto colunar
nativo da América do Sul (Hughes et al. 1980) porém com incidéncia invasiva em paises da
Europa, Africa, Asia e Oceania (Santos et al. 2021). Cladddios de Cereus foram quimicamente
caracterizados contendo 65% hidrocarbonos, 10% ésteres, 6% esterois, 5% de acidos graxos e
alcanos (Hughes et al. 1980), além da presenca de &cidos organicos. Esta composicao quimica
€ mais similar a dos cactos colunares utilizados por D. mojanvesis do que a de Opuntia, com
algumas diferencas. Assim, salvaguardando as diferencas entre 0os ambientes em que se
encontram os cactos Cereus (América do Sul) e os cactos colunares (América do Norte)
utilizados por D. mojavensis, hipotezamos que a exposi¢cdo de D. mojavensis a este novo
hospedeiro poderia provocar a expressdao de genes relacionados ao metabolismo e a
destoxificacdo de compostos quimicos. O aumento da expressao de Cypl18al em resposta a este
cacto colunar, sugere que a expressao do gene seja requerida quando a mosca se encontra em
um ambiente com maior quantidade de compostos toxicos, ou ao menos a compostos diferentes

aos quais esteja adaptada.
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A familia génica dos CYP estad em rapida evolucéo, tendo sido reportados sucessivos
eventos de duplicacéo e diversificagdo (Nelson; 2009; Good et al. 2014; Harrop et al. 2014). O
gene Cypl2d1, e seu pardlogo Cyp12d3, sdo um dos exemplos ja descrito de duplicagdo nesta
familia (Mcdonnell et al. 2012). Diversos estudos apontam que o gene Cypl2dl é
diferencialmente expresso em resposta a compostos xenobidticos como inseticidas DDT,
(Festucci-Buselli et al. 2005), phenobarbital (Sun et al. 2006) e compostos alcal6ides como a
cafeina (Willoughby et al. 2006). Este gene parece atuar, portanto, como uma primeira resposta
geral a compostos quimicos toxicos, sendo assim um bom marcador de diferencial de expressédo
em estudos sobre uso do hospedeiro. Dentre os DEGs, o gene Cypl2dl se encontrou
superexpresso em D. m. wrigleyi em todas as compara¢des com demais subespécies. Quando
em Opuntia, a expressdo do gene Cypl2dl foi maior em D. m. wrigleyi a qual utiliza
principalmente cacto palmado na natureza, a qual diferiu significantemente da espécie D.
arizonae (subexpresso). Este resultado sugere que 0 gene possa se comportar de maneira
diferente em uma espécie generalista, ou seja, que possui adaptacdes ao uso de cactos com
variadas composi¢des quimicas. Por outro lado, quando expostas ao meio de Cereus, as
subespécies adaptadas aos cactos colunares em seus ambientes naturais, revelaram um aumento
significativo da expressao deste gene, com excecao de D. arizonae. Os resultados da analise de
RQ para este gene confirmou a hipétese de que os compostos quimicos do cacto Cereus, que
ndo faz parte do nicho ecoldgico das linhagens analisadas, parecem atuar como triggers no
aumento da expressdo deste gene o qual possivelmente é recrutadado para a oxidacdo destas
substéncias.

Um padrdo similiar de variacdo da expressdo foi percebido nas andlises do gene
Cypl2el. Em meio de cultura padrdo, a base de fuba-agar, esse gene se encontrava
diferencialmente expresso apenas nas comparagoes envolvendo D. wrigleyi com as subespécies
D. m. baja (subexpresso) e D. m. sonorensis (superexpresso). Os dados de RQ apoiam os dados
de RNA-seq, tendo havido aumento significante da expressdo deste gene em resposta ao meio
de Cereus, apenas em D. m. baja e D. m. sonorensis. Apesar de ndo haver estudos especificos
para este gene, é sabido que de modo geral, as enzimas da familia Cyp12 estdo associadas a
processos metabdlicos e de destoxificagdo (McDonnell et al. 2012). Nossos resultados reforcam
a hipotese de que variacOes na expressdo de genes associados ao metabolismo e destoxificagcdo
podem refletir a historia evolutiva de Drosophila cactofilas e ajudar a contar a historia evolutiva

de D. mojavensis.
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CONCLUSAO

Nas ultimas décadas, o avanco nas técnicas de sequenciamento e andlise de
transcriptomas tem permitido a exploragcdo mais aprofundada das bases genéticas da adaptagéo
em Drosophila. No presente trabalho avaliamos dados de transcriptémicos de larvas e cabecas,
das quatro subespécies de D. mojavensis, propuzemos redes PPl e quantificamos a expressdo
dos genes Cyp 18al, Cypl2dl e Cypl2el em moscas expostas a meios de cultura a base de
cacto palamado e colunar. De modo geral, as analises apoiaram a hipotese de que as subespécies
de D. mojavensis apresentam adaptacdes aos seus cactos hospedeiros primarios e que elas
deixaram marcas desse processo no transcriptoma. Nossos resultados oferecem novos indicios
da influéncia dos genes HLAU como bases genéticas dessas adaptacBes, mais especificamente

aqueles associados a etapa de uso do hospedeiro como os genes Cyp.

Em sintese, as analises sobre as respostas transcriptdmicas a dietas alternativas de cactos

em D. mojavensis permitiram concluir que:

1. A divergéncia de expressdo em genes HLAU e entre as redes PPl desses genes €
menor entre subespécies adaptadas ao uso de cactos hospedeiros do género Stenocereus (D. m.
baja e D. m. sonorensis);

2. Redes PPl de genes HLAU oferecem evidéncias de interacdes entre proteinas
codificadas por familias génicas distintas como CYPs e GSTs, associadas ao metabolismo e

destoxificacdo, e OBPs e ORs, relacionados com sistema quimiossensorial.

3. VariagOes na expressdao dos genes associados ao metabolismo e destoxificacdo
Cypl8al, Cypl2dl e Cypl2el indicam que eles sdo bons candidatos a terem contribuido com

a adaptacao das subespécies de D. mojavensis a hospedeiros distintos.

Em conclusdo, nosso trabalho contribui com novos dados acerca da plasticidade
transcricional em resposta a novos hospedeiros em D. mojavensis. Para uma compreensdo mais
ampla dessas respostas, se fazem necessarias evidéncias de variagdes em caracteristicas da
historia da vida das linhagens expostas ao cacto alternativo, além da investigagdo dos fatores
associados a regulacdo da expressao dos genes candidatos e de outros relacionados a cadeia
metabolica da destoxificagao.
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Tabela suplementar 1. Expressdo génica diferencial em larvas das comparagdes D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m. wrigleyi-D. m. baja e D.
m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padréo (fub&-agar)

ID Simbolo_moj log2foldchange Descricdo pvalue padj
D.m.wrigleyi-D.m.mojavensis

Aceitacdo-Localizacéo

LOC6578143

Dmoj_GI18246 1.278391993 odorant receptor 22¢ 0.002842002 0.010584999
LOC6578242 Dmoj_GI19754 2.195189756 general odorant-binding protein 56a 1.12968E-12 2.10156E-11
LOC6578420 Dmoj_GI19873 -1.025063007 (Obp47b) uncharacterized LOC6578420 2.38863E-05 0.000155093
LOC6579244 Dmoj_GI20312 -5.601047167 odorant-binding protein 592 8.52039E-06 6.18148E-05
LOC6580089 Dmoj_G118812 2.545673984 putative gustatory receptor 58c 0.006058215 0.020235905
LOC6580687 Dmoj_GI118538 1.026988761 uncharacterized LOC6580687 0.001280185 0.005313236
LOC6580689 Dmoj_GI21083 -2.960527117 general odorant-binding protein 56d 3.58196E-25 1.57595E-23
LOC6586293 Dmoj_GI14312 -2.580204305 ionotropic receptor 212 2.21501E-45 2.02356E-43
LOC6586417 Dmoj_GI16742 1.039710733 odorant receptor 85¢ 0.01131158 0.034176573
LOC6575270 Dmoj_GI122059 -4.138230212 putative odorant receptor 83c 0.000788777 0.003499361
Metabolismo-Destoxifica¢do

LOC26527701 Dmoj_GI26060 1.56755861271137 ATP-dependent translocase ABCB1 8.67861E-14 1.79621E-12
LOC6572619 Dmoj_Gl24124 -1.76045000376584 esterase B1 5.61347E-31 3.15741E-29
LOC6572989 Dmoj_GI23261 -2.31844487738921 ABC transporter G family member 7 3.96646E-15 9.2477E-14
LOC6573114 Dmoj_GI23193 1.68000087574624 glutathione S-transferase 1-1 1.56622E-07 1.56219E-06
LOC6573733 Dmoj_GI24725 1.01663983960495 probable cytochrome P450 9f2 4.86372E-35 3.27513E-33
LOC6574189 Dmoj_GI122628 1.31139768778117 UDP-glycosyltransferase UGT5 1.75357E-10 2.56647E-09
LOC6574190 Dmoj_GI22627 1.76336833662108 UDP-glycosyltransferase UGT5 0.000440039 0.002094055
LOC6574192 Dmoj_GI10122 1.79445384244073 UDP-glycosyltransferase UGT5 1.46047E-07 1.45874E-06
LOC6574390 Dmoj_GI110234 2.16272601188076 probable cytochrome P450 313b1 1.957E-16 4.91581E-15
LOC6574518 Dmoj_GI110293 -1.09741152196604 probable multidrug resistance-associated protein lethal(2)03659 1.6092E-09 2.07189E-08
LOC6574889 Dmoj_GI122266 1.00673079810822 probable cytochrome P450 313a4 0.003686941 0.013280209
LOC6575132 Dmoj_Gl22127 1.63793580511663 cytochrome P450 4¢3 0.009502138 0.029525383
LOC6575275 Dmoj_GI10706 1.19553480662309 esterase E4 8.9972E-21 3.04356E-19
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Continuacgdo Tabela Suplementar 1. Expressdo génica diferencial em larvas das comparacdes D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m. wrigleyi-
D. m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padrao (fuba-agar)

ID Simbolo_moj log2foldchange Descricgéo pvalue padj

LOC6575470 Dmoj_GI21954 1.65665374646755 probable cytochrome P450 28a5 1.64879E-08 1.89797E-07
LOC6576103 Dmoj_GI114134 1.49369913603969 UDP-glycosyltransferase UGT5 9.49133E-36 6.54491E-34
LOC6576803 Dmoj_GI17573 1.31975985345094 juvenile hormone esterase 2.08359E-21 7.34273E-20
LOC6577726 Dmoj_GI118043 -1.58174678766298 probable cytochrome P450 310al 3.21379E-20 1.05723E-18
LOC6578256 Dmoj_GI19745 1.00292506821161 probable multidrug resistance-associated protein lethal(2)03659 1.1047E-16 2.82438E-15
LOC6578754 Dmoj_GI120052 1.33763872338323 cytochrome P450 9b2 6.96773E-15 1.57383E-13
LOC6578914 Dmoj_GI119388 1.57317054815994 glutathione S-transferase 1 1.89849E-07 1.86034E-06
LOC6578916 Dmoj_GI20122 1.23735894668401 glutathione S-transferase 1 9.36807E-23 3.5831E-21
LOC6578918 Dmoj_GI20124 3.12335523313725 glutathione S-transferase 1 4.78676E-17 1.25975E-15
LOC6579038 Dmoj_GI120196 1.06722778485624 probable cytochrome P450 49al 3.73682E-06 2.93522E-05
LOC6579097 Dmoj_GI120228 -1.37751627688797 cytochrome P450 6a2 6.45603E-26 2.94901E-24
LOC6579224 Dmoj_GI119238 -1.16372653341322 probable cytochrome P450 6d2 0.002517229 0.009531313
LOC6579307 Dmoj_GI19213 1.89729441559632 UDP-glycosyltransferase UGT5 3.01638E-10 4.27509E-09
LOC6579308 Dmoj_GI19212 -1.66878282664663 UDP-glycosyltransferase UGT5 2.09336E-10 3.02368E-09
LOC6579431 Dmoj_GI19140 1.74156677776456 probable cytochrome P450 4aal 9.01661E-13 1.69496E-11
LOC6579782 Dmoj_GI120590 -1.05464221001026 uncharacterized LOC6579782 0.013658911 0.040104351
LOC6580326 G118306 1.39895203139931 probable cytochrome P450 6a21 2.95575E-09 3.72533E-08
LOC6580328 G118309 2.86949303826197 uncharacterized LOC6580328 9.32975E-18 2.59838E-16
LOC6580345 Dmoj_GI118694 1.25577745374807 cytochrome P450 4e5. Mitochondrial 9.8376E-08 1.00786E-06
LOC6580346 Dmoj_GI120902 1.88396978762536 probable cytochrome P450 4ad1 3.8346E-06 3.00544E-05
LOC6580402 Dmoj_GI118674 1.38825736329582 probable cytochrome P450 4d14 5.13008E-05 0.000311915
LOC6580984 Dmoj_GI21254 -1.10872616909505 cytochrome P450 CYP12A2 1.8037E-17 4.8997E-16
LOC6581812 Dmoj_GI113002 3.13783723404079 probable cytochrome P450 12d1 proximal. mitochondrial 1.6444E-40 1.2749E-38
LOC6583247 Dmoj_GI11544 1.07605124477418 phospholipase B1. membrane-associated 1.27944E-06 1.10018E-05
LOC6585602 Dmoj_GI16116 1.23712974073174 uncharacterized LOC6585602 1.41491E-17 3.86555E-16
LOC6586101 Dmoj_GI110931 1.63289710154754 cytochrome P450 18al 1.01936E-09 1.33644E-08
LOC6586903 Dmoj_GI18307 1.91271213984587 probable cytochrome P450 6a21 4.1511E-12 7.33242E-11
LOC6572583 Dmoj_GI123493 -1.31245696743390 general odorant-binding protein 84a 0.009698073 0.030030108




Continuacao Tabela Suplementar 1. Expressado génica diferencial em larvas das comparac¢des D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m. wrigleyi-

D. m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padréo (fuba-agar)

ID
LOC6579322
LOC6580332

Simbolo_moj

D.m.wrigleyi — D.m.baja
Aceitagdo-Localizagédo

LOC26527627
LOC26527676
LOC6572583
LOC6572744
LOC6574748
LOC6575270
LOC6576646
LOC6576652
LOC6578242
LOC6578554
LOC6578737
LOC6579192
LOC6579244
LOC6580688
LOC6580699
LOC6581465
LOC6582779
LOC6583245
LOC6583405
LOC6583474
LOC6584534
LOC6585380
LOC6585382
LOC6586293
LOC6586417

Dmoj_GI125986
Dmoj_GI125664
Obp84a
Obp99a
Obp99d
Dmoj_GI122059
Obp28a
Dmoj_GI117492
Obp47a
Dmoj_GI119601
Or43a

Obp50e
Obp59a
Obp56d
Obp56g
G112801
Obp76a
Dmoj_GI111546
Dmoj_GI113844
Gréde
Dmoj_G114836
Obp19b
Obp19d
Dmoj_GI14312
Dmoj_GI116742

Metabolismo-Destoxificacdo

LOC6572467

Dmoj_GI24047

log2foldchange

3.019658338
1.468802842

-3.885392846
4.826378168
1.307367679
1.250950314
1.703412356

-5.058433758

-1.743085851
-1.49998553
1.265342799

-1.894958676
-3.95576065

-1.720989836
-6.90801247
1.360655169
4.82501713

-3.706093608

-3.528594917

-2.243879634
3.508785528
5.150894509

-4.724862444

-2.763493774

-4.155613001

-3.116724095
1.799029537

1.422389921

Descricéo
cytochrome P450 4pl-like
probable cytochrome P450 6al4

gustatory and pheromone receptor 39a
odorant receptor 13a

general odorant-binding protein 84a
general odorant-binding protein 99a
uncharacterized LOC6574748
putative odorant receptor 83c
general odorant-binding protein 28a
ionotropic receptor 40a

general odorant-binding protein 56a
odorant receptor 42b

odorant receptor 43a
uncharacterized LOC6579192
odorant-binding protein 59a

general odorant-binding protein 56d
general odorant-binding protein 56h
gustatory and odorant receptor 63a
general odorant-binding protein lush
ionotropic receptor 93a

odorant receptor 67¢
uncharacterized LOC6583474
odorant receptor la

general odorant-binding protein 19d
general odorant-binding protein 19d
ionotropic receptor 21a

odorant receptor 85¢

probable cytochrome P450 12el. Mitochondrial

pvalue
7.55198E-13
2.98238E-18

0.025112641
5.28239E-15
0.023973181

2.4881E-07
6.63809E-12
3.49079E-05
2.80747E-44
0.012009596

1.6888E-05

0.00929359
0.009679462
9.54318E-12
3.19174E-08
3.16633E-16
0.002362463
0.000314978
0.016030562
0.006818942
1.62151E-06
0.000177038
0.010942048
0.000159838
2.36756E-07
2.18611E-66
5.53254E-05

4.45235E-12

padj
1.43088E-11
8.55525E-17

0.049187098
4.13797E-14
0.047222299
1.07433E-06
4.29668E-11
0.000117384
9.74976E-43
0.025496812
5.91852E-05
0.020283477
0.021049013
6.09411E-11
1.51167E-07
2.68807E-15
0.005881415
0.000911979
0.033095741
0.015354034
6.45187E-06
0.000534916
0.023450648
0.000486681
1.02582E-06
1.78343E-64
0.000180409

2.9189E-11




59

Continuacao Tabela Suplementar 1. Expressdo génica diferencial em larvas das comparacoes D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m. wrigleyi-D.
m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padréo (fuba-agar)

ID

LOC6572483
LOC6572610
LOC6572619
LOC6573114
LOC6573115
LOC6573733
LOC6574187
LOC6574188
LOC6574189
LOC6574192
LOC6574390
LOC6574476
LOC6574889
LOC6575132
LOC6575275
LOC6575470
LOC6575759
LOC6575818
LOC6576103
LOC6576777
LOC6576803
LOC6576804
LOC6578513
LOC6578754
LOC6578914
LOC6578916
LOC6579082
LOC6579307
LOC6579308
LOC6579783
LOC6580325
LOC6580326

Simbolo_moj

Dmoj_GI23556
Dmoj_GI123480
Dmoj_Gl24124
Dmoj_GI123193
Dmoj_GI124379
Dmoj_GI124725
Dmoj_GI110120
Dmoj_GI110121
Dmoj_GI122628
Dmoj_GI110122
Dmoj_GI110234
Dmoj_GI122473
Dmoj_GI122266
Dmoj_GIl22127
Dmoj_GI110706
Dmoj_GI121954
Dmoj_GI15223
Dmoj_GI17058
Dmoj_G114134
Dmoj_GI17561
Dmoj_GI17573
Dmoj_GI111062
Dmoj_GI119925
Dmoj_GI120052
Dmoj_GI119388
Dmoj_GI120122
Dmoj_GI120221
Dmoj_GI19213
Dmoj_GI119212
Dmoj_GI18951
Dmoj_GI18705
Dmoj_GI118306

log2foldchange

1.667517353
1.378189071
-1.193196234
1784956829
1914905293
1.799741841
1.077028522
-1.599850447
2.01141268
1.591611168
4.36955662
1.403948977
2.247522141
2.110319306
1.692841739
-1.272642237
-1.697255367
1.036701411
1.682896292
4.925376912
1.030436329
-1.214028822
1.083151473
1.679908086
2.793088016
3.60343136
1.44298031
1.899978851
1.662866363
-1.224526193
1.214326632
2.782319218

Descricéo

probable cytochrome P450 12a4. Mitochondrial
esterase B1

esterase B1

glutathione S-transferase 1-1
glutathione S-transferase D1
probable cytochrome P450 9f2
UDP-glycosyltransferase UGT5
juvenile hormone esterase
UDP-glycosyltransferase UGT5
UDP-glycosyltransferase UGT5
probable cytochrome P450 313b1
uncharacterized LOC6574476
probable cytochrome P450 313a4
cytochrome P450 4c3

esterase E4

probable cytochrome P450 28a5
lysophospholipase-like protein 1
UDP-glucosyltransferase 2
UDP-glycosyltransferase UGT5
phospholipase B1. membrane-associated
juvenile hormone esterase
esterase E4

eukaryotic translation elongation factor 1 epsilon-1
cytochrome P450 9b2
glutathione S-transferase 1
glutathione S-transferase 1
uncharacterized LOC6579082
UDP-glycosyltransferase UGT5
UDP-glycosyltransferase UGT5
probable cytochrome P450 692
probable cytochrome P450 317al
probable cytochrome P450 6a21

pvalue
8.98274E-39
3.27836E-16
1.19064E-14
3.48194E-08
2.1496E-186
3.2513E-102
9.98855E-19
1.38581E-07
4.1359E-21
2.68101E-06
7.3847E-33
7.12949E-44
5.78489E-09
0.00132666
3.81122E-38
6.35536E-07
0.000214708
0.002353801
1.08888E-44
0.00012176
7.04265E-14
9.46707E-07
3.17872E-19
8.32876E-22
4.97832E-18
4.1766E-122
2.97658E-13
3.09063E-10
2.82866E-08
0.002817458
0.000211168
4.92908E-26

padj

2.46703E-37
2.77634E-15
9.14451E-14
1.64515E-07

1.568E-183
6.8962E-100

9.9647E-18
6.17722E-07
4.78772E-20
1.03654E-05
1.57605E-31
2.43303E-42
2.95722E-08
0.003464795
1.02228E-36
2.65117E-06
0.000641147
0.005863028
3.87915E-43
0.000376644
5.17851E-13
3.87537E-06
3.29759E-18
9.99379E-21
4.72375E-17
1.5153E-119
2.09485E-12
1.75208E-09
1.34711E-07
0.006913027
0.000631212
7.49253E-25




Continuacao Tabela Suplementar 1. Expressdo génica diferencial em larvas das comparacdes D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m. wrigleyi-D.

m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padréo (fuba-agar)

ID

LOC6580328
LOC6580346
LOC6580442
LOC6580728
LOC6581812
LOC6581919
LOC6582461
LOC6583165
LOC6584329
LOC6584932
LOC6585072
LOC6585085
LOC6585988
LOC6586100
LOC6586264
LOC6586265
LOC6586266
LOC6586477
LOC6586903
LOC6586905
LOC6579322
LOC6580332

Simbolo_moj

Dmoj_GI118309
Dmoj_G120902
Dmoj_GI118650
Dmoj_GI121108
Dmoj_GI113002
Dmoj_GI113047
Dmoj_GI111974
Dmoj_GI13713
Dmoj_GI15666
Dmoj_GI114608
Dmoj_GI21555
Dmoj_GI121548
Dmoj_GI11123
Dmoj_GI111185
Dmoj_GI114445
Dmoj_GI114446
Dmoj_GI114327
Dmoj_GI116624
Dmoj_GI118307
Dmoj_GI118308

D. m. wrigleyi - D. m. sonorensis
Aceitacéo-Localizacéo

LOC26527676
LOC6572115
LOC6572744
LOC6572845

Dmoj_GI125664

Obp93a
Obp99a

Dmoj_GI23341

log2foldchange

1.051715621
2.289550504
1.157567652
-1.617291297
3.02077904
-1.061316407
2.832535135
1.003547395
-2.204506858
1.334649137
1.349015912
-1.953984327
1.844981976
-1.029651193
-1.254228038
1.059337817
-1.492268646
1.243187243
1.365475381
1.547595894
1.566077693
2.855676502

1.097111532
1.842586698
2.505391123
-4.608886138

Descricéo

uncharacterized LOC6580328

probable cytochrome P450 4adl

cytochrome P450 4pl
phospholipid-transporting ATPase ABCA1
probable cytochrome P450 12d1 proximal. mitochondrial
uncharacterized LOC6581919
pyrimidodiazepine synthase

ATP-binding cassette sub-family G member 1
ATP-binding cassette sub-family A member 6
glutathione S-transferase theta-3

probable cytochrome P450 4s3

metaxin-2

cytochrome P450 4g1

cytochrome P450 306al
phospholipid-transporting ATPase ABCA3
phospholipid-transporting ATPase ABCA3
phospholipid-transporting ATPase ABCA3
glutathione S-transferase 1

probable cytochrome P450 6a21

probable cytochrome P450 6a21

cytochrome P450 4p1-like

probable cytochrome P450 6al4

odorant receptor 13a
Uncharacterized LOC6572115
general odorant-binding protein 99a
odorant receptor 88a

pvalue
0.000322844
4.50478E-08
2.87953E-10
5.88605E-15
1.1166E-37
1.32101E-16
0.023174235
9.13206E-11
1.24723E-06
6.91241E-50
1.09059E-18
2.80177E-09
1.1099E-109
1.69933E-05
4.8176E-13
4.27365E-29
1.56338E-14
4.4098E-05
2.93804E-07
4.97611E-17
1.57112E-05
2.78276E-57

0.00120589
0.001269913
1.47777E-22
0.009145375

padj

0.000933133
2.10748E-07
1.63779E-09
4.59779E-14

2.9548E-36
1.14763E-15
0.045813476
5.39202E-10

5.0309E-06
2.95051E-48
1.08328E-17
1.46732E-08
2.9428E-107
5.95241E-05
3.34274E-12
7.80409E-28
1.19415E-13
0.000145729
1.26229E-06
4.44337E-16
5.52717E-05
1.56596E-55

0.0062776
0.006570375
5.14515E-21
0.035379402




61

Continuacao Tabela Suplementar 1. Expressdo génica diferencial em larvas das comparacdes D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m. wrigleyi-D.
m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padréo (fuba-agar)

ID

LOC6573431
LOC6574748
LOC6576646
LOC6576652
LOC6576755
LOC6578143
LOC6578242
LOC6579244
LOC6580406
LOC6580687
LOC6580688
LOC6580689
LOC6586293

Simbolo_moj
Dmoj_GI123037
Obp99d
Obp28a
Dmoj_GI17492
Dmoj_GI111269
Dmoj_G118246
Obp47a
Obp59a
Obp57cL1
Obp56¢
Obp56d
Obp56el1-1
Dmoj_GI114312

Metabolismo-Destoxificacdo

LOC26527701
LOC6572467

LOC6572483
LOC6572610
LOC6573112
LOC6573113
LOC6573114
LOC6573115
LOC6573733
LOC6574186
LOC6574188
LOC6574189
LOC6574191

G126060

Dmoj_G124047
Dmoj_GI23556
Dmoj_GI123480
Dmoj_GI23195
Dmoj_GI123194
Dmoj_GI23193
Dmoj_GI124379
Dmoj_GI124725
Dmoj_GI110119
Dmoj_GI10121
Dmoj_GI122628
Dmoj_G122626

log2foldchange
-3.273895301
4021106729
-2.314905473
-2.416784907
1.658662261
2.917381629
1.724789254
-6.205581896
-5.393809578
1.208678596
1.223437504
-6.087788902
-3.227166515

1.93712713
2.820733746

1.630530521
1.25478053
-4.663406922
-2.411452862
1.73724326
1.588660399
1.892416236
-2.279835413
-3.693038286
3.29112026
3.226018635

Descricéo

putative gustatory receptor 98b
uncharacterized LOC6574748
general odorant-binding protein 28a
ionotropic receptor 40a

glutamate receptor ionotropic. kainate 2
odorant receptor 22¢

general odorant-binding protein 56a
odorant-binding protein 59a

general odorant-binding protein 57¢
uncharacterized LOC6580687
general odorant-binding protein 56d
general odorant-binding protein 56d
ionotropic receptor 21a

ATP-dependent translocase ABCB1
probable cytochrome P450 12e1. mitochondrial

probable cytochrome P450 12a4. mitochondrial
esterase B1

glutathione S-transferase D5
glutathione S-transferase 1-1
glutathione S-transferase 1-1
glutathione S-transferase D1
probable cytochrome P450 9f2
UDP-glycosyltransferase UGT5
juvenile hormone esterase
UDP-glycosyltransferase UGT5
UDP-glycosyltransferase UGT5

pvalue
0.004736916
2.92605E-35
2.50132E-77
3.30668E-05

0.00844775
3.10971E-08
1.61527E-08
7.67138E-07
0.005907913
0.000264926
2.42775E-13
4.4473E-107
7.96686E-71

2.2473E-18
9.51894E-31

6.22156E-37
1.45221E-13
0.003283982
3.71329E-87

1.0345E-07
1.9269E-129
8.5902E-111

1.9282E-38
2.33351E-36
1.29246E-41
7.45855E-08

padj
0.020359846
1.7886E-33
5.45005E-75
0.000246931
0.033107238
3.65614E-07
1.9801E-07
7.49874E-06
0.024474085
0.001638683
4.76693E-12
1.938E-104
1.55977E-68

6.33794E-17
4.98416E-29

4.02139E-35
2.91066E-12
0.014847158

1.0905E-84
1.13342E-06
1.4462E-126
4.1445E-108
1.32223E-36
1.48695E-34
1.01511E-39
8.35469E-07




Continuacao Tabela Complementar 1. Expressdo génica diferencial em larvas das comparacgdes D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m.
wrigleyi-D. m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padrao (fub4-agar)

ID

LOC6574192
LOC6574390
LOC6574889
LOC6575275
LOC6575470
LOC6575683
LOC6575818
LOC6576103
LOC6576769
LOC6576777
LOC6576803
LOC6577726
LOC6578256
LOC6578648
LOC6578754
LOC6578914
LOC6578916
LOC6578918
LOC6579224
LOC6579307
LOC6579320
LOC6580326
LOC6580331

LOC6580346
LOC6580347
LOC6580402
LOC6580442

Simbolo_moj

Dmoj_GI110122
Dmoj_GI110234
Dmoj_GI122266
Dmoj_GI10706
Dmoj_GI21954
Dmoj_Gl114247
Dmoj_GI17058
Dmoj_GI114134
Dmoj_GI17558
Dmoj_GI17561
Dmoj_GI17573
Dmoj_GI118043
Dmoj_GI119745
Dmoj_GI119997
Dmoj_GI120052
Dmoj_G119388
Dmoj_GI120122
Dmoj_GI120124
Dmoj_GI119238
Dmoj_GI119213
Dmoj_GI120370
Dmoj_GI118306
Dmoj_GI118701

Dmoj_GI120902
Dmoj_GI118693
Dmoj_GI18674
Dmoj_GI118650

log2foldchange
3.452251766
2.125878087
1.734726071
1.676732352
-1.240356904
1.692181507
2.090519785
1.891252081
2.264081032
2.201911029
1.492191786
-1.165257585
1.093911849
1.363469896
2.409397528
3.136251447
1.743595888
2.978298359
-1.110817637
3.757365916
1.174030825
3.32969531
1.516165879

2.669929942
2.892975913
2.952998476
1.060563412

Descricéo
UDP-glycosyltransferase UGT5
probable cytochrome P450 313b1
probable cytochrome P450 313a4
esterase E4

probable cytochrome P450 28a5
uncharacterized LOC6575683
UDP-glucosyltransferase 2
UDP-glycosyltransferase UGT5
probable cytochrome P450 28a5
phospholipase B1. membrane-associated
juvenile hormone esterase
probable cytochrome P450 310al
multidrug resistance-associated protein lethal(2)03659
cytochrome P450 9cl
cytochrome P450 9b2
glutathione S-transferase 1
glutathione S-transferase 1
glutathione S-transferase 1
probable cytochrome P450 6d2
UDP-glycosyltransferase UGT5
cytochrome P450 4p1

probable cytochrome P450 6a21
cytochrome P450 6a22

probable cytochrome P450 4adl
cytochrome P450 4e3
probable cytochrome P450 4d14
cytochrome P450 4pl

pvalue

2.69746E-15
3.14495E-15
3.51892E-06
9.58295E-37
1.36395E-06
1.56655E-31
4.74779E-08
1.96793E-55
1.32142E-62
0.011578163
1.85087E-25
2.82021E-11
4.78209E-19
6.64978E-09
1.99998E-38
1.66858E-20
2.04837E-40
5.53757E-15
0.004436241
7.86877E-30
3.66552E-05
1.84427E-30
1.27163E-14

9.35434E-10
0.002679514
5.40529E-14
8.78454E-09

padj
6.15199E-14
7.10453E-14
3.15442E-05
6.13536E-35
1.28223E-05
8.43131E-30

5.4632E-07
2.68533E-53
2.12513E-60
0.043087989
7.59982E-24
4.59569E-10
1.40744E-17
8.51487E-08
1.36453E-36
5.19376E-19
1.52041E-38
1.23038E-13
0.019258041
3.98124E-28
0.000271626

9.5824E-29
2.73108E-13

1.31359E-08

0.01246043
1.11142E-12
1.11115E-07




Continuacao Tabela Complementar 1. Expressao génica diferencial em larvas das comparacdes D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m. wrigleyi-

D. m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padréo (fuba-agar)

ID
LOC6580949
LOC6581578
LOC6581579
LOC6581812
LOC6581919
LOC6584932
LOC6585072
LOC6585988
LOC6586100
LOC6586264
LOC6586478
LOC6586903
LOC6576764
LOC6579322
LOC6580332
LOC116803672
LOC116804078

Simbolo_moj

Dmoj_GI118422
Dmoj_GI112867
Dmoj_GI112456
Dmoj_GI13002
Dmoj_GI113047
Dmoj_GI114608
Dmoj_GI121555
Dmoj_GI11123
Dmoj_GI111185
Dmoj_GI114445
Dmoj_GI116623
Dmoj_GI118307

log2foldchange
1.001290357
-1.319995138
4.768607745
2.573525032
-1.245353023
1.376261265
1.740442447
1.235719887
-1.436162163
1.094466646
1.205369544
2.278405265
2.454944959
1.539221792
2.431121926
4.796308495
4.24391586

Descricéo

glutathione S-transferase theta-1

probable cytochrome P450 316al
cytochrome P450 4d8

probable cytochrome P450 12d1 proximal. mitochondrial
uncharacterized LOC6581919

glutathione S-transferase theta-3

probable cytochrome P450 4s3
cytochrome P450 4g1

cytochrome P450 306al
phospholipid-transporting ATPase ABCA3
glutathione S-transferase 1

probable cytochrome P450 6a21

probable cytochrome P450 6al4
cytochrome P450 4p1-like

probable cytochrome P450 6al4
uncharacterized LOC116803672

putative gustatory receptor 59f

pvalue

1.65075E-07
1.03694E-20
0.000577221
8.29264E-29
2.91634E-22
7.18748E-52
1.09587E-26
1.55746E-50
1.68609E-09
2.95337E-08
1.01381E-05
1.94675E-14
9.4292E-149
2.91399E-05
5.12313E-43
1.06994E-68
0.003937464

padj

1.77406E-06

3.296E-19
0.003297116
3.94455E-27
1.00246E-20
8.59254E-50
4.72973E-25
1.72457E-48
2.29842E-08
3.47839E-07
8.40214E-05
4.11559E-13
8.4919E-146
0.000219304
4.35273E-41
1.95322E-66
0.017456911




Tabela suplementar 2. Expressao génica diferencial em cabecas das comparac@es D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m. wrigleyi-D. m. baja e

D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padréo (fuba-agar)

ID Simbolo_moj log2foldchange Descricéo pvalue padj
Aceitacdo-Localizacéo

D.m.wrigleyi-D.m.mojavensis

LOC6572199 Dmoj_GI23678 -1,4177195 odorant receptor 85¢ 3,026E-05 0,0001851
LOC6572583 Dmoj_GI123493 1,1905479 general odorant-binding protein 84a 1,415E-07 1,292E-06
LOC6572845 Dmoj_GI123341 2,6256343 odorant receptor 88a 0,0001547 0,0008097
LOC6576652 Dmoj_GI117492 1,3650625 ionotropic receptor 40a 0,0035584 0,012813
LOC6576707 Dmoj_GI111402 1,3218216 odorant receptor 98a 0,0047795 0,0165884
LOC6576836 Dmoj_GI17592 -1,0685624 odorant receptor 67a 0,0072732 0,02378
LOC6577676 Dmoj_GI121835 1,8542104 gustatory and odorant receptor 21a 2,701E-06 2,007E-05
LOC6578414 Dmoj_G119869 2,0257399 odorant receptor 47b 0,0009084 0,0038863
LOC6578496 Dmoj_GI119915 -1,2836237 general odorant-binding protein 67 8,39E-24 3,207E-22
LOC6578554 Dmoj_GI19601 2,2312261 odorant receptor 42b 2,018E-10 2,714E-09
LOC6579647 Dmoj_GI119019 1,7031273 odorant receptor 59b 3,674E-16 8,477E-15
LOC6580202 Dmoj_GIl20824 -1,2390701 gustatory receptor for sugar taste 43a 0,0030157 0,0111564
LOC6580686 Dmoj_GI118539 -2,9619643 general odorant-binding protein 56a 3,015E-10 3,964E-09
LOC6580699 Dmoj_GI118535 -1,243331 general odorant-binding protein 56h 1,489E-16 3,6E-15
LOC6580868 Dmoj_GI121189 -1,0709763 putative gustatory receptor 59b 0,0149344 0,0439069
LOC6583016 Dmoj_GI13636 1,5677095 putative odorant receptor 69a 8,348E-05 0,0004666
LOC6583843 Dmoj_GI115391 1,2771613 odorant receptor 9a 0,0043425 0,0152469
LOC6584412 Dmoj_GI114894 1,828217 gustatory receptor 10a 0,0027315 0,0102453
LOC6584413 Dmoj_G114893 5,3424 odorant receptor 10a 0,0072677 0,023768
LOC6585146 Dmoj_GI21729 1,3996999 putative odorant receptor 92a 1,891E-18 5,332E-17
LOC6585380 Dmoj_GI116308 -3,1674837 general odorant-binding protein 19d 7,961E-62 1,217E-59
LOC6586293 Dmoj_GI14312 1,5060195 ionotropic receptor 21a 2,144E-08 2,224E-07
Metabolismo-Destoxifica¢édo

LOC26527701 Dmoj_GI126060 3,898554139 ATP-dependent translocase ABCB1 5,99923E-10 7,64299E-09
LOC6572483 Dmoj_GI123556 1,287870343 probable cytochrome P450 12a4, mitochondrial 6,83546E-17 1,69405E-15
LOC6572614 Dmoj_GI124123 -1,835749118 esterase B1 5,38578E-67 9,62537E-65
LOC6572619 Dmoj_Gl24124 -1,709828413 esterase B1 3,35974E-23 1,23213E-21
LOC6572644 Dmoj_GI123457 -1,05601204 bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase 5,27457E-16 1,19516E-14
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ID Simbolo_moj log2foldchange Descricdo pvalue padj
LOC6572829 Dmoj_GI23350 1,333555366 probable cytochrome P450 304al 4,76676E-06 3,41147E-05
LOC6573114 Dmoj_GI123193 1,598212852 glutathione S-transferase 1-1 2,97776E-08 3,02278E-07
LOC6574186 Dmoj_GI110119 -1,007710879 UDP-glycosyltransferase UGT5 2,4045E-05 0,000150373
LOC6574476 Gl122473 1,19440884 uncharacterized LOC6574476 7,27836E-18 1,965E-16
LOC6574518 Dmoj_GI110293 -1,08780124 multidrug resistance-associated protein lethal(2)03659  0,000532581 0,002423061
LOC6575470 Dmoj_GI121954 1,530374756 probable cytochrome P450 28a5 3,2253E-22 1,12434E-20
LOC6575818 Dmoj_GI17058 -2,41593516 UDP-glucosyltransferase 2 0,001133662 0,004736595
LOC6576103 Dmoj_GI14134 -2,338113592 UDP-glycosyltransferase UGT5 7,84465E-36 5,26671E-34
LOC6576270 Dmoj_GI117287 1,128938114 kynurenine formamidase 3,5703E-07 3,03643E-06
LOC6576769 Dmoj_GI17558 1,150082191 probable cytochrome P450 28a5 8,86583E-23 3,19598E-21
LOC6577898 Dmoj_GI20943 3,036936436 UDP-glycosyltransferase UGT4 8,85956E-40 7,07037E-38
LOC6578754 Dmoj_GI20052 -1,11279236 cytochrome P450 9b2 4,84002E-07 4,02993E-06
LOC6578917 Dmoj_GI20123 -3,563188481 glutathione S-transferase 1 6,97617E-09 7,75816E-08
LOC6579097 Dmoj_GI20228 -1,84021995 cytochrome P450 6a2 3,20743E-85 8,13982E-83
LOC6579224 Dmoj_G119238 -2,60562534 probable cytochrome P450 6d2 2,38716E-34 1,47759E-32
LOC6579245 Dmoj_GI20314 1,191737017 uncharacterized LOC6579245 0,011412301 0,034919384
LOC6579246 Dmoj_GI19231 -5,833658752 uncharacterized LOC6579246 0,008601877 0,027445115
LOC6579247 Dmoj_GI20315 -5,866636355 uncharacterized LOC6579247 0,000119617 0,000642329
LOC6579306 Dmoj_GI19214 1,263646948 UDP-glycosyltransferase UGT5 1,05505E-32 6,05769E-31
LOC6579307 Dmoj_GI19213 -1,918712313 UDP-glycosyltransferase UGT5 5,32482E-12 8,40381E-11
LOC6579431 Dmoj_GI19140 -1,04063911 probable cytochrome P450 4aal 0,005014756 0,017333763
LOC6579656 Dmoj_GI119015 -1,099525064 protein brown 8,27712E-05 0,000463497
LOC6580346 Dmoj_GI120902 -2,350531937 probable cytochrome P450 4adl 3,64603E-41 3,06388E-39
LOC6580406 Dmoj_G120942 -2,025954481 general odorant-binding protein 57¢ 0,008375839 0,026791284
LOC6580407 Dmoj_GI118673 1,266656375 uncharacterized LOC6580407 9,51186E-31 5,18009E-29
LOC6580442 Dmoj_GI18650 1,415360752 cytochrome P450 4pl 6,25618E-15 1,28871E-13
LOC6580728 Dmoj_GI21108 2,076861527 phospholipid-transporting ATPase ABCA1 1,70072E-20 5,42221E-19
LOC6580949 Dmoj_GI18422 1,028547648 glutathione S-transferase theta-1 1,68009E-06 1,29439E-05
LOC6580984 Dmoj_GI21254 -2,121924145 cytochrome P450 CYP12A2 3,10638E-07 2,67415E-06
LOC6581578 Dmoj_GI112867 -1,248763476 probable cytochrome P450 316al 5,05199E-49 5,57432E-47
LOC6581579 Dmoj_GI12456 1,830718766 cytochrome P450 4d8 0,00553517 0,018829965
LOC6582461 Dmoj_GI111974 -1,076555016 pyrimidodiazepine synthase 2,47724E-09 2,94048E-08
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LOC6583352 Dmoj_GI11492 1,182516268 ecdysone 20-monooxygenase 6,50379E-16 1,45549E-14
LOC6584447 Dmoj_GI115739 1,12690238 microsomal glutathione S-transferase 1 0,000293884 0,001434821
LOC6584932 Dmoj_GI114608 1,020812297 glutathione S-transferase theta-3 5,78067E-11 8,32587E-10
LOC6585072 Dmoj_GIl21555 -1,714174632 probable cytochrome P450 4s3 8,12711E-42 6,92113E-40
LOC6585381 Dmoj_GI116240 -6,469668261 uncharacterized LOC6585381 3,05544E-08 3,08682E-07
LOC6586903 Dmoj_GI18307 1,506019494 probable cytochrome P450 6a21 1,309E-06 1,02404E-05
D.m.wrigleyi-D.m.baja
Aceitacédo-Localizagéo
LOC26527676 Dmoj_GI125664 1,744605781 odorant receptor 132 0,000713 0,003281
LOC6572199 Dmoj_GI123678 -1,054037317 odorant receptor 85c 0,002229 0,008946
LOC6572390 Dmoj_GI124005 -2,556549074 odorant receptor 85f 4,56E-05 0,000273
LOC6572744 Dmoj_GI123406 6,445363379 general odorant-binding protein 99a 0,001013 0,00446
LOC6572845 Dmoj_GI123341 2,245986942 odorant receptor 882 0,001014 0,004463
LOC6573124 Dmoj_GI123186 1,049254859 general odorant-binding protein 83a 9,65E-28 3,67E-26
LOC6574748 Dmoj_GI110414 -1,899277304 uncharacterized LOC6574748 0,00032 0,001608
LOC6575893 Dmoj_GI114554 -1,037525371 putative odorant-binding protein A5 3,86E-28 1,5E-26
LOC6579245 Dmoj_GI120314 -1,275715934 uncharacterized LOC6579245 0,003655 0,013774
LOC6579247 Dmoj_GI120315 -6,217307897 uncharacterized LOC6579247 4,43E-05 0,000266
LOC6580406 Dmoj_GI20942 -1,508694619 general odorant-binding protein 57¢ 1,02E-17 2,18E-16
LOC6580685 Dmoj_GI121082 -2,782189431 general odorant-binding protein 56a 1,07E-18 2,42E-17
LOC6580686 Dmoj_GI118539 7,981424266 general odorant-binding protein 56a 8,83E-11 1,13E-09
LOC6582283 Dmoj_GI112080 -2,276592113 odorant receptor 67b 0,001228 0,005305
LOC6583148 Dmoj_GI113706 -3,265233114 ionotropic receptor 21a 3,79E-07 3,23E-06
LOC6583506 Dmoj_GI111406 1,772595963 odorant receptor 632 0,002572 0,010124
LOC6584534 Dmoj_G114836 -6,142224416 odorant receptor 12 0,002704 0,010594
LOC6585380 Dmoj_GI116308 -2,316991414 general odorant-binding protein 19d 4,63E-05 0,000277
LOC6585381 Dmoj_GI116240 -6,009335062 uncharacterized LOC6585381 7,4E-06 5,12E-05
LOC6585602 Dmoj_GI116116 1,228292785 uncharacterized LOC6585602 8,92E-14 1,5E-12
LOC6586293 Dmoj_GI14312 -2,502607394 ionotropic receptor 21a 1,7E-27 6,37E-26




Continuacédo Tabela suplementar 2. Expressao génica diferencial em cabegas das comparagdes D. m. wrigleyi-D. m. mojavensis, D. m.
wrigleyi-D. m. baja e D. m. wrigleyi-D. m. sonorensis mantidas em meio de cultura padréo (fuba-agar)

ID Simbolo_moj log2foldchange Descricdo pvalue padj
Metabolismo-Destoxificacio

LOC26527701 Dmoj_GI126060 6,380428248 ATP-dependent translocase ABCB1 1,9E-20 4,94E-19
LOC6572467 Dmoj_GI24047 1,062607256 probable cytochrome P450 12e1, mitochondrial 3,43E-10 4,18E-09
LOC6572483 Dmoj_GI123556 1,847751122 probable cytochrome P450 12a4, mitochondrial 2,01E-32 9,47E-31
LOC6572614 Dmoj_GI24123 -1,394674183  esterase B1 5,21E-39 3,01E-37
LOC6572619 Dmoj_Gl24124 -1,600182232  esterase B1 1,96E-20 5,07E-19
LOC6572829 Dmoj_GI23350 -1,016094885  probable cytochrome P450 304al 0,000213 0,001116
LOC6572989 Dmoj_GI123261 3,788067205  ABC transporter G family member 7 2,01E-05 0,000129
LOC6573058 Dmoj_GI23226 1,078888412  probable cytochrome P450 6d4 1,36E-13 2,25E-12
LOC6573195 Dmoj_GI123153 -1,043943998  ATP-binding cassette sub-family G member 8 4,3E-07 3,62E-06
LOC6574120 Dmoj_GIl22671 1,670685117  ATP-binding cassette sub-family C member 4 4,69E-18 1,02E-16
LOC6574186 Dmoj_GI10119 -1,798521624  UDP-glycosyltransferase UGT5 2,34E-14 4,06E-13
LOC6574476 Gl122473 1,327838692  uncharacterized LOC6574476 1,27E-21 3,55E-20
LOC6574519 Dmoj_GI110294 1,194790526  multidrug resistance-associated protein lethal(2)03659 1,95E-09 2,19E-08
LOC6575470 Dmoj_GI21954 -1,127106484  probable cytochrome P450 28a5 3,42E-13 5,48E-12
LOC6575818 Dmoj_GI17058 -3,376565678  UDP-glucosyltransferase 2 4,14E-06 2,99E-05
LOC6575851 Dmoj_GI17072 -1,355208169  probable cytochrome P450 303al 0,000225 0,001171
LOC6575897 Dmoj_Gl14542 -1,004116592  carboxylesterase 1E 4,88E-08 4,63E-07
LOC6576103 Dmoj_GI14134 -1,195428949  UDP-glycosyltransferase UGT5 4,28E-10 5,15E-09
LOC6576769 Dmoj_GI17558 -1,073151732  probable cytochrome P450 28a5 1,46E-20 3,81E-19
LOC6576804 Dmoj_GI11062 6,126509669  esterase E4 0,003361 0,012804
LOC6577143 Dmoj_GI24095 1,762604006  glutathione S-transferase 1 2,81E-31 1,25E-29
LOC6577898 Dmoj_GI20943 1,78702816 UDP-glycosyltransferase UGT4 5,02E-17 1,02E-15
LOC6578754 Dmoj_GI20052 -1,614827861  cytochrome P450 9b2 2,43E-13 3,95E-12
LOC6578916 Dmoj_GI20122 2,005954508  glutathione S-transferase 1 1,91E-34 9,69E-33
LOC6578917 Dmoj_GI20123 -2,192092609  glutathione S-transferase 1 0,000553 0,002614
LOC6579082 Dmoj_GI20221 1,284979263  uncharacterized LOC6579082 3,28E-15 6,05E-14
LOC6579098 Dmoj_GI20229 -3,850707093  cytochrome P450 6a2 0,005106 0,018322
LOC6579099 Dmoj_GI20230 -4,876410002  cytochrome P450 6a2 1,7E-33 8,3E-32
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LOC6579431 Dmoj_GI119140 -1,157974476  probable cytochrome P450 4aal 0,0018 0,007406
LOC6579656 Dmoj_GI119015 1,279266152  protein brown 1,41E-05 9,28E-05
LOC6580326 G118306 4,898120994  probable cytochrome P450 6a21 1,84E-09 2,07E-08
LOC6580328 G118309 4,496513473  uncharacterized LOC6580328 1,81E-51 1,53E-49
LOC6580402 Dmoj_GI118674 1,497909306  probable cytochrome P450 4d14 5,02E-10 6,01E-09
LOC6580442 Dmoj_GI118650 1,577955692  cytochrome P450 4pl 3,69E-12 54E-11
LOC6580728 Dmoj_GI121108 -1,808597055  phospholipid-transporting ATPase ABCAL 0,014783 0,045677
LOC6580984 Dmoj_GI121254 -1,284374863  cytochrome P450 CYP12A2 2,63E-18 5,83E-17
LOC6581578 Dmoj_GI112867 -1,365153833  probable cytochrome P450 316al 0,002436 0,009673
LOC6581812 Dmoj_GI113002 2,120140766  probable cytochrome P450 12d1 proximal, mitochondrial ~ 9,05E-35 4,65E-33
LOC6582217 Dmoj_GI112106 -1,119015394  glutamate receptor 1 5,82E-27 2,12E-25
LOC6582462 Dmoj_GI111973 1,471864073  pyrimidodiazepine synthase 4,51E-24 1,45E-22
LOC6583072 Dmoj_GI113668 1,427277275  probable cytochrome P450 305al 2,59E-12 3,82E-11
LOC6583352 Dmoj_GI111492 1,506323049  ecdysone 20-monooxygenase 0,000196 0,001034
LOC6584447 Dmoj_GI115739 1,029563927  microsomal glutathione S-transferase 1 3,56E-35 1,85E-33
LOC6584932 Dmoj_GI114608 1,418778261  glutathione S-transferase theta-3 5,8E-34 2,89E-32
LOC6586624 Dmoj_GI116547 3,169482024  protein scarlet 3,07E-65 3,86E-63
LOC6586903 Dmoj_G118307 6,653429128  probable cytochrome P450 6a21 4,01E-09 4,35E-08
LOC6586905 Dmoj_G118308 1,12556901 probable cytochrome P450 6a21 4,9E-14 8,33E-13
D.m.wrigleyi-D.m.sonorensis
Aceitacéo-Localizacéo
LOC6572199 Dmoj_GI123678 -1,540607232  odorant receptor 85¢ 2,36E-05 9,46E-05
LOC6572390 Dmoj_GI124005 -2,358663497  odorant receptor 85f 1,97E-16 2,45E-15
LOC6574476 G122473 1,264045092  uncharacterized LOC6574476 2,38E-08 1,45E-07
LOC6574748 Dmoj_GI10414 -2,502663271  uncharacterized LOC6574748 0,008549 0,02039
LOC6574749 Dmoj_GI122335 -1,655410286  general odorant-binding protein 99b 1,73E-19 2,7E-18
LOC6575270 Dmoj_GI122059 1,106821865 putative odorant receptor 83c 2,32E-06 1,09E-05
LOC6576652 Dmoj_GI117492 1,334603901 ionotropic receptor 40a 5,1E-06 2,28E-05
LOC6577030 Dmoj_GI124760 1,498800336  odorant receptor 33c 1,04E-39 4,22E-38
LOC6578414 Dmoj_G119869 2,703607103  odorant receptor 47b 0,001951 0,00543
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LOC6580328 Dmoj_GI18309 1,166141085  uncharacterized LOC6580328 1,59E-05 6,53E-05
LOC6580686 Dmoj_GI118539 3,820021775  general odorant-binding protein 56a 0,003875 0,010071
LOC6580868 Dmoj_GI121189 -1,172745727  putative gustatory receptor 59b 1,01E-08 6,41E-08
LOC6583148 Dmoj_GI113706 -2,726895201  ionotropic receptor 21a 2,5E-07 1,35E-06
LOC6583245 Dmoj_GI11546 1,201935183 ionotropic receptor 93a 1,36E-12 1,24E-11
LOC6583405 Dmoj_GI113844 1,780080201  odorant receptor 67¢ 7,75E-17 1E-15
LOC6583506 Dmoj_GI11406 -1,47055904  odorant receptor 63a 7,66E-58 6,22E-56
LOC6584053 Dmoj_GI15510 -1,55121542  uncharacterized LOC6584053 3,42E-05 0,000134
LOC6585381 Dmoj_GI16240 -5,842049092  uncharacterized LOC6585381 0,005507 0,013784
LOC6585739 Dmoj_GI116039 1,670755014  glutamate receptor ionotropic, NMDA 2B 0,008768 0,02086
LOC6586293 Dmoj_GI114312 -3,744124054  ionotropic receptor 21a 2,8E-100 6,92E-98
Metabolismo-Destoxificacdo
LOC26527701 G126060 5,677445073 ATP-dependent translocase ABCB1 2,86E-11 2,33E-10
LOC6572467 Dmoj_GI124047 2,032484876 probable cytochrome P450 12e1, mitochondrial 9,41E-06 4,04E-05
LOC6572483 Dmoj_GI123556 1,57387997 probable cytochrome P450 12a4, mitochondrial 0,000218 0,000742
LOC6572614 Dmoj_Gl124123 -1,067711731 esterase Bl 4,89E-30 1,33E-28
LOC6572617 Dmoj_GI23473 -1,270297612 esterase B1 1,55E-23 2,99E-22
LOC6572828 Dmoj_GI123351 -2,014708826 probable cytochrome P450 304al 8,62E-23 1,58E-21
LOC6572829 Dmoj_GI123350 -3,813902032 probable cytochrome P450 304al 4,61E-16 5,55E-15
LOC6572989 Dmoj_GI123261 7,998277836 ABC transporter G family member 7 5E-164 4,4E-161
LOC6574192 Dmoj_GI110122 1,481157383 UDP-glycosyltransferase UGT5 3,99E-45 2,07E-43
LOC6575470 Dmoj_GI121954 -1,276602288 probable cytochrome P450 28a5 1,85E-68 2,21E-66
LOC6575818 Dmoj_GI117058 -3,379377776 UDP-glucosyltransferase 2 0,002828 0,007583
LOC6576103 Dmoj_GIl14134 -1,439895435 UDP-glycosyltransferase UGT5 1,95E-16 2,43E-15
LOC6576769 Dmoj_GI117558 1,583479822 probable cytochrome P450 28a5 1,29E-13 1,26E-12
LOC6576777 Dmoj_GI17561 4,715713831 phospholipase B1, membrane-associated 0,00623 0,015368
LOC6576804 Dmoj_GI11062 5,370592591 esterase E4 0,000295 0,000985
LOC6577578 Dmoj_GI122062 -1,217734692 alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase [UDP-forming]  1,06E-06 5,21E-06
LOC6577898 Dmoj_G120943 1,731438038 UDP-glycosyltransferase UGT4 0,010146 0,023704
LOC6578648 Dmoj_GI119997 2,167818586 cytochrome P450 9c1 7,24E-05 0,000268
LOC6578917 Dmoj_GI120123 -3,946228204 glutathione S-transferase 1 1,91E-36 7,06E-35
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LOC6579097 Dmoj_GI20228 -1,492745835 cytochrome P450 6a2 4,95E-11 3,95E-10
LOC6579099 Dmoj_GI20230 -3,605826203 cytochrome P450 6a2 3,03E-13 2,89E-12
LOC6579224 Dmoj_G119238 -1,129148479 probable cytochrome P450 6d2 1,9E-10 1,44E-09
LOC6579307 Dmoj_GI19213 -1,325947068 UDP-glycosyltransferase UGT5 8,71E-56 6,37E-54
LOC6579431 Dmoj_GI119140 2,072893361 probable cytochrome P450 4aal 3,16E-18 4,55E-17
LOC6579783 Dmoj_GI18951 2,929282411 probable cytochrome P450 6g2 3,39E-07 1,8E-06
LOC6580326 Dmoj_GI18306 -1,206024669 probable cytochrome P450 6a21 3,14E-06 1,46E-05
LOC6580402 Dmoj_GI118674 1,000508235 probable cytochrome P450 4d14 1,31E-14 1,39E-13
LOC6580728 Dmoj_GI121108 -2,021696638 phospholipid-transporting ATPase ABCA1 3,97E-06 1,81E-05
LOC6580949 Dmoj_GI18422 1,476082983 glutathione S-transferase theta-1 3,54E-05 0,000138
LOC6580984 Dmoj_GI21254 -1,260978378 cytochrome P450 CYP12A2 2,96E-08 1,78E-07
LOC6582918 Dmoj_GI11726 2,484513709 probable cytochrome P450 312al 0,006753 0,0165
LOC6584932 Dmoj_GI114608 1,884502876 glutathione S-transferase theta-3 1,16E-05 4,89E-05
LOC6585072 Dmoj_GI121555 -2,199544745 probable cytochrome P450 4s3 0,001238 0,003608
LOC6585988 Dmoj_GI11123 4,097785531 cytochrome P450 4g1 2,14E-57 1,72E-55
LOC6586903 Dmoj_GI118307 2,792975714 probable cytochrome P450 6a21 1,51E-05 6,23E-05

70



