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RESUMO

Analise morfométrica e molecular de morfotipos do complexo frraterculus (Diptera,
Tephritidae, Anastrepha) de duas populacoes do Paraguai

A alta diversidade observada em Anastrepha fraterculus em toda sua area de
distribuicdo caracteriza a existéncia do complexo fraterculus. A correta identificacdo de espécies
de Anastrepha aparentadas atualmente exige a utilizagdo de uma série de técnicas. Assim, o
presente trabalho propde verificar quiao semelhantes os morfotipos de duas populagdes do
complexo A. fraterculus sdao, usando dados morfoldgicos (morfometria tradicional e geométrica)
e moleculares (marcadores nucleares e mitocondriais). As amostras de dois municipios do
Paraguai (Concepcion e Santa Rosa) foram analisadas e seis morfotipos (chamados de M1 a M6)
foram reconhecidos (M1-M5 em Concepcion; M1-M4 e M6 em Santa Rosa), com base nas
variagoes do apice do aculeo, e um morfotipo com o actleo tipico do complexo fraterculus. A
analise multivariada das oito medidas tomadas a partir do actleo indicaram diferengas entre todos
os morfotipos. A analise morfométrica baseada na morfometria convencional também revelou a
existéncia de variabilidade entre os morfotipos estudados, mas alguns espécimes do morfotipo
M4 foram similares aos espécimes de morfotipos M5 e M3, em Concepcidon. As asas também
foram submetidas a morfometria geométrica usando 20 marcos, que indicou a existéncia de
variabilidade entre e dentro dos morfotipos. Morfotipos da populagdo de Concepcion tendem a
formar grupos distintos. No entanto, além das variagdes morfoldgicas de morfotipos de ambas as
populagdes analisadas, sequéncias parciais da citocromo oxidase I gene (Cox1l) e regido do
espacador interno transcrito 1 (ITS1) foram muito semelhantes entre si. Portanto, esses
marcadores moleculares ndo diferenciaram os morfotipos estudados, os quais foram muito
similares aos espécimes com o aculeo tipico do complexo fraterculus.

Palavras-chave: Complexo fraterculus; Morfometria; COI; ITS1
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ABSTRACT

Morphometric and molecular analysis of morphotypes of the fraterculus complex (Diptera,
Tephritidae, Anastrepha) of two populations from Paraguay

The high diversity observed in Anastrepha fraterculus throughout its distribution
range characterizes the existence of the fraterculus complex. The correct identification of closely
related species of Anastrepha currently requires the use of a number of techniques. Thus, the
present work is proposed to verify how similar morphotypes of two populations of the A.
fraterculus complex are, by using morphological (conventional and geometric morphometry) and
molecular (nuclear and mitochondrial markers) data. Specimens from two municipalities of
Paraguay (Concepcion and Santa Rosa) were analyzed and six morphotypes (named from M1 to
M6) were recognized (M1-MS5 in Concepcion; M1-M4 and M6 in Santa Rosa) based on
variations in the apex of the aculeus, and a morphotype with the typical aculeus of the fraterculus
complex. Multivariate analysis of eight measurements taken from the aculeus indicated
differences among all morphotypes. Morphometric analysis based on conventional morphometry
also revealed the existence of variability among the morphotypes studied, but some specimens
from morphotype M4 were similar to specimens from morphotypes M5 and M3 in Concepcion.
Wings were also subjected to geometric morphometry by using 20 landmarks, which indicated
the existence of variability between and within morphotypes. Morphotypes from the population
of Concepcion tended to form separate groups. However, besides the morphological variations
observed for morphotypes from both populations analyzed, partial sequences of the citochrome
oxidase I (Cox1) gene and the internal transcribed spacer 1 (ITS1) region were highly similar
among them. Therefore, these molecular markers did not differentiate the morphotypes studied
and were highly similar to specimens with the aculeus shape typical of the fraterculus complex.

Keywords: fraterculus complex; Morphometry; COI; ITS1
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Af Aculeo tipico do complexo fraterculus

C Municipio de Concepcion - Estado de Concepcion — Paraguai

COI Gene mitocondrial que codifica para a subunidade I da citocromo oxidase
ITS1 Gene Internal Transcribed Spacer I do genoma nuclear

MIl Morfotipol

M2 Morfotipo2

M3 Morfotipo3

M4 Morfotipo4

M5 Morfotipo5

SR Municipio de Santa Rosa - Estado de Misiones - Paraguai
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1 INTRODUCAO

As espécies de Anastrepha sdo separadas principalmente por detalhes do &pice do actleo.
Entretanto, algumas vezes os limites para sua separagdo ndo sdo bem definidos, o que faz
necessaria a utilizagdo de outras técnicas para auxiliar a identificagdo.

Uma das mais importantes pragas desse género ¢ Anastrepha fraterculus, a qual ¢é
originaria da América do Sul e se encontra apenas no continente Americano, com distribuig¢do
desde o Sul dos E.U.A. até a Argentina, em regides com clima tropical e subtropical (SALLES,
1995; STECK, 1999). No Brasil, estd associada a 81 hospedeiros e foi registrada em 21 Estados
(ZUCCHLI, 2008).

Viarios autores tém sugerido, com base em trabalhos sobre morfologia, citologia,
bioquimica e genética molecular, que populagdes consideradas como A. fraterculus
compreendem um complexo de espécies.

Um entendimento claro sobre a sistematica desse complexo € necessario para o sucesso da
aplicacdo de medidas quarentendrias e de controle para prote¢do das culturas, uma vez que, o
controle e os métodos de erradicagdo devem ser corretamente escolhidos para atender um alvo
biologico e genético conhecido.

Dessa forma, com o emprego de técnicas morfométricas (morfometria tradicional e
geométrica) e moleculares (marcadores nucleares e mitocondriais), se propde caracterizar os
morfotipos de duas popula¢des do complexo fraterculus, coletadas nos minicipios de Concepcion

e Santa Rosa, no Paraguai.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830)

Um dos gupos de espécies de Anastrepha, que tém sido mais estudado, ¢ o grupo
fraterculus por reunir espécies-praga (WHITE; ELSON-HARRIS, 1992; ALUJA, 1994). Nesse
grupo estdo, entre outras espécies, Anastrepha obliqgua (Macquart, 1835), A. sororcula Zucchi,
1979, A. zenildae Zucchi, 1979 e A. turpiniae Stone, 1942, que apresentam o apice do aculeo
semelhante ao de 4. fraterculus (Wiedemann, 1830) (ZUCCHI et al., 1999). A primeira discussao
detalhada da variagao morfologica de A. fraterculus foi feita por Stone (1942), que estabeleceu
trés novas sinonimias e descreveu espécies bastante proximas da mosca-da-fruta-sulamericana.
Populagdes dessas espécies, entdo denominadas como o complexo 4. fraterculus [sic], ocorrem,
desde o Vale do Rio Grande no sul no Texas até a Argentina (STONE, 1942). Zucchi (1981)
estabeleceu mais trés sinonimias, A. costarukmanii (Capoor, 1954) que se caracteriza por
apresentar os dentes do 4pice do actileo mal formados e anormais, que considerou apenas como
uma variagdo teratologica de A. fraterculus; e ainda A. scholae (Capoor, 1955) e A.
pseudofraterculus (Capoor, 1955), cujo ovipositor ¢ idéntico ao de 4. fraterculus, apresentado
pequenas variagdes, que foram consideradas como intraespecificas.

Um dos problemas mais dificeis na taxonomia do género Anastrepha envolve uma de suas
mais importantes e onipresentes espécies de praga, a mosca-da-fruta-sulamericana, 4. fraterculus.
Alguns dados (variacdo em isoenzimas, cariotipos, morfologia e status de praga em diferentes
areas) indicam que as populagdes agora consideradas como A. fraterculus compreendem mais de
uma espécie criptica. Entretanto, ndo estd claro exatamente quantas espécies podem estar
envolvidas e se ¢ possivel delinear todas, por meio da morfologia, genética, distribui¢do, plantas
hospedeiras ou comportamento (STECK, 1999).

Morgante et al. (1980), em um estudo isoenzimatico do género Anastrepha, incluindo o
grupo fraterculus, encontraram grande heterogeneidade genética intra e interpopulacional. Ha
varias espécies morfologicamente similares a Anastrepha fraterculus, o que pode ser um
indicativo de que o grupo infragenérico fraterculus tenha uma histdria evolutiva recente (ALUJA,
1994; McPHERON et al.,, 1999; NORRBOM et al., 1999; SMITH-CALDAS et al., 2001).
Atualmente, esse grupo reune aproximadamente 30 espécies (NORRBOM et al., 1999). Um
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grande volume de estudos tem evidenciado a heterogeneidade morfoldgica, biologica e genética
de A. fraterculus ao longo da sua distribui¢do geografica (STONE, 1942; STECK; SHEPPARD,
1993; AMARAL, 1994; SELIVON, 1996, SMITH-CALDAS et al., 2001; SOUZA et al., 2007).

Os caracteres morfologicos e moleculares adicionais precisam ser explorados para o
melhor conhecimento das relagdes entre espécies pertencentes aos varios grupos de Anastrepha
(McPHERON et al., 1999; NORRBOM et al., 1999). A tendéncia atual ¢ aliar diversos métodos
para obter identificagdes acuradas das espécies de Anastrepha taxonomicamente semelhantes
(ARAUIJO et al., 1998). Anastrepha fraterculus apresenta variagdes morfologicas e genéticas,
formando um complexo de caridtipos (ragas, ecotipos etc.), ou seja, os individuos compartilham
ou ndo diversas caracteristicas morfologicas e genéticas e, consequentemente, biologicas,
ecologicas e comportamentais (SALLES, 2001).

Nenhuma espécie de Anastrepha recebeu tanta atencdo como A. fraterculus, mas mesmo
assim pouco se sabe ainda sobre suas variacdes intraespecificas. A identificagdo de espécies
cripticas ¢ também fundamental para a correta interpretacdo das analises sistematicas de nivel
superior. Apesar dos varios esforcos para investigar a filogenia de Anastrepha utilizando métodos
moleculares, ainda existem muitas questdes sem respostas (McPHERON et al., 1999; BARR et
al., 2005). Estudos de naturezas diversas t€ém proposto que 4. fraterculus representa um grupo de
espécies cripticas (SOLFERINE; MORGANTE, 1987; VERA; WILLINK, 2007).

Anastrepha fraterculus apresenta uma significativa variagdo morfologica entre as
populacdes, descontinuidades genéticas na andlise de isoenzimas e DNA, diferengas nos
hospedeiros utilizados em diferentes regides e diferentes caridtipos (SMITH-CALDAS et al.,
2001; HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2004; SELIVON et al., 2005). Os estudos entre popula¢des
da Argentina, ndo mostraram nenhuma evidéncia de comportamento de isolamento (PETIT-
MARTY, 1999; PETIT-MARTY et al.,, 2004a) e também ndo encontraram evidencias de
barreiras reprodutivas pos-zigoticas, tais como mortalidade diferencial de machos e esterilidade
de hibridos (PETIT-MARTY et al., 2004b; SANTOS et al., 2001). Vera et al. (2006) analisaram a
compatibilidade no acasalamento entre diversas populacdes de A. fraterculus da América do Sul

e verificaram que algumas sdo isoladas reprodutivamente.

2.2 Morfometria
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Durante muito tempo, o termo morfometria foi utilizado indiscriminadamente para
qualquer estudo que analisava quantitativamente a variacdo da morfologia encontrada nos
organismos. A palavra foi cunhada por Blackith (1965) para designar métodos para medir a
distancia de forma entre espécies e, a partir dai, construir fenogramas (MONTEIRO; REIS,
1999). Bookstein (1991) define morfometria como “o estudo estatistico da covariancia entre
mudancas de forma e fatores causais”, ficando explicito que a morfometria estuda exatamente as
causas das diferencas de forma entre organismos, sejam elas ecoldgicas ou filogenéticas
(MONTEIRO; REIS, 1999).

Anastrepha fraterculus apresenta variabilidade morfologica consideravel, por exemplo, no
padrao alar, o que explica em parte o fato de ter sido descrita sob 10 nomes diferentes (STECK,
1999).

Alencar-Sousa (1998) caracterizou populacdes de A. fraterculus, A. pickeli Lima, 1934 e
A. zenildae por meio da morfometria multivariada. As espécies generalistas (4. fraterculus e A.
zenildae) apresentam populagdes morfologicamente semelhantes e a espécie especialista (4.
pickeli) apresenta diferenciagdo bastante acentuada no tamanho das estruturas analisadas.
Entretanto, esse autor comentou que as acentuadas diferencas em A. pickeli poderiam
corresponder a duas supostas espécies.

As populacdes de A. fraterculus do México, Brasil, Colombia e Argentina diferem
estatisticamente tomando-se por base pardmetros do aculeo (comprimento do dpice, comprimento
da serra e numero de dentes da serra) e das asas (HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2004). O grau de
variagdo morfologica entre populacdes analisadas do México foi extremamente baixo, portanto
podem ser consideradas, por meio da analise discriminante, como morfotipo distinto. Esses
autores concluiram também que as populacdes do México e América Central sdo idénticas e
sugeriram que ambas representam uma Unica espécie. Foi também claramente distinguivel um
grupo da Colombia e outro de populacdes do Brasil e da Argentina. Esses resultados levaram a
conclusao de que os morfotipos mexicano, andino e brasileiro podem ser reconhecidos
eventualmente como trés entidades taxondmicas distintas. Esses autores sugeriram também que
as amostras de A. fraterculus mostraram nao s6 uma grande diferenciacdo morfoldgica entre as
populacdes, como também representam um complexo, o qual inclui diversos morfotipos.

Hernandez-Ortiz et al. (2010) analisaram 10 amostras de populacdes da Colombia (2),

Venezuela (5), Equador (1) e Peru (2) com 15 espécies por amostra. Foram avaliados 19
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caracteres morfométricos para cada espécime, com base nas estruturas como o actleo, mesonoto
e asa. Os resultados mostraram que existem diferencas claras entre as populacdes, embora todas
elas sejam da subregido biogeografica do Noroeste da América do Sul. As amostras das
montanhas da Colombia e Venezuela foram muito similares umas as outras; um segundo grupo
foi diferenciado a partir de uma tnica populagdo das planicies venezuelanas; enquanto as
amostras das terras baixas do Peru e Equador foram agrupadas separadamente

Araujo e Zucchi (2006) caracterizaram cinco espécies de Anastrepha do grupo fraterculus
com base nas medidas do actleo. Concluiram que os tamanhos do aculeo e do apice de A.
fraterculus, A. obliqua, A. sororcula, A. zenildae e A. turpiniae variam ao longo da distribui¢do
da espécie e também entre os exemplares obtidos de uma mesma espécie de hospedeiro. Segundo
aqueles autores, o formato do 4pice do actleo de 4. sororcula e de A. obliqua sdo os mais
distintos entre as cinco espécies estudadas. 4. fraterculus, A. zenildae e A. turpiniae possuem o0s
formatos do apice do aculeo mais semelhantes, entretanto, essas espécies podem ser separadas

por andlise discriminante baseada em oito medidas do actuleo (ARAUJO et al., 1998).

2.3 Marcadores moleculares

A biologia molecular tem revolucionado os estudos de sistematica por esclarecer
muitos problemas considerados sem solucdo com base na morfologia. Em todas as espécies, o
grande numero de genes de fungdes bioquimicas diversas possibilita que sejam sequenciados,
alinhados e analisados para estudos das relagdes filogenéticas, além de permitir o esclarecimento
das relacdes entre as espécies indistinguiveis. Assim, nos ultimos anos, entomologistas t€ém
utilizado essa tecnologia com novos niveis de resolucdo, ndo somente para estudos de sistemas
ecologicos em insetos, mas nas diversas areas da biologia, pura e aplicada, abrangendo também
questdes como filogenia, evolugdo, ecologia e dindmica populacional (HILLIS; DIXON, 1991;
LOXDALE; LUSHALI 1998).

Ha varias técnicas moleculares disponiveis para o exame da variabilidade genética por
meio da andlise de proteinas, RNA e DNA, tanto mitocondrial quanto nuclear. Elas variam em
relacdo a dificuldade técnica, ao nivel de variabilidade genética que pode ser detectado, aos
custos e tempo envolvidos (SILVA, 2000). Os marcadores moleculares sdo amplamente

empregados, entre os quais, estdo isoenzimas, microssatélites de DNA, DNA mitocondrial e os
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espacadores do DNA ribossomico, ITS e NTS (HILLS; DIXON, 1991; HILLS; MORITZ;
MABLE, 1996; RODERICK, 1996).

Em termos de biologia molecular, a investigacdo de uma espécie complexa (p.ex. 4.
fraterculus), tem recebido mais atengdo do que outras areas de sistematica de Anastrepha. Isso €
compreensivel, uma vez que A. fraterculus ¢ uma séria praga agricola e a variagdo morfoldgica
intraespecifica foi relativamente alta em comparacdo as outras espécies de Anastrepha
investigadas na década de 1980 e inicio de 1990 (SILVA; BARR, 2006). Os marcadores
moleculares mais sensiveis que podem ser os mais adequados para o reconhecimento de espécies
utilizando sequéncias de DNA (SMITH-CALDAS et al.,, 2001) e microssatélites (FRITZ;
SCHABLE, 2004) tém se tornado “rotina” apenas nos ultimos cinco a dez anos (SILVA; BARR,
2006).

Selivon et al. (2005) caracterizaram trés espécies cripticas do complexo fraterculus por
meio de analise de isoenzimas, cariotipagem e compatibilidade de cruzamento, analisando 10
populagdes. Também foram encontradas diferencas morfologicas nos ovos desses trés taxons
(SELIVON; PERONDINI, 2007). Prezotto (2008) analisou o espacador ITS1 do DNA
ribossdmico das espécies do complexo fraterculus do Brasil e de outras regides da América do
Sul, Central e México, e também observou que ha claramente trés taxons do complexo no Brasil,
enfatizando que morfotipos devem existir nas diferentes regides da América Latina.

Steck (1991) estudou quatro espécies de Anastrepha (A. distincta, A. fraterculus, A.
obliqua e A. striata), centrando-se em oito populagdes geograficas de A. fraterculus e varios
hospedeiros na América do Sul e Central. Seus resultados mostraram alta variabilidade genética
(com base em isoenzimas) dentro de A. fraterculus. Dividiu as populagdes em dois grupos, o
primeiro incluindo populacdes do nordeste do Brasil (Bahia), Venezuela (litoral), Costa Rica e
México; e o segundo formado por populacdes do sudeste do Brasil (Sao Paulo), Venezuela
Andina e Peru. De acordo com esse estudo, o complexo A. fraterculus ndo é monofilético.

Outra técnica que tem sido utilizada no estudo da variabilidade genética do complexo 4.
fraterculus ¢ chamada polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricio (RFLP) do
DNA. Esse método tem sido particularmente util quando aplicado ao DNA mitocondrial devido a
elevada taxa de substitui¢do presente no genoma (SIMON et al., 1994; RODERICK, 1996). Steck
e Sheppard (1993) utilizaram a PCR-RFLP na anélise de diferentes populagdes de A. fraterculus
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do Brasil (SP ¢ BA) e Venezuela (Los Caracas, area costeira ¢ Mérida, Andes), observando
polimorfismo elevado e pouco ou nenhum fluxo génico.

Santos e Matioli (1997) também estudaram duas populacdes geograficas de A. fraterculus
no Brasil via RFLP de DNA mitocondrial e nuclear, indicando que as mesmas representariam
espécies do complexo fraterculus.

Em trabalhos realizados por Alberti et al. (2002, 2008), com base em oito locos
isoenzimaticos e padrdes de restricdo de fragmentos do gene 16S do DNA ribossomico e do gene
mitocondrial COII, com populagdes de A. fraterculus da Argentina e sul do Brasil, foi

demonstrado que as populagdes argentinas e de Pelotas (Brasil), pertencem a uma unica espécie.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao de moscas-das-frutas

As moscas-das-frutas, do complexo fraterculus, foram coletadas pelos técnicos do
SENAVE (Servicio Nacional de Calidad y Sanidad Vegetal y de Semillas) — Paraguai, que estao
desenvolvendo o programa “Moscas de las Frutas”. Os espécimes foram coletados em armadilha
tipo McPhail nos municipios de Concepcion, (Estado de Concepcion) e Santa Rosa (Estado de

Misiones) (Figura 1) e fixados em etanol 70%.

Norte

Concepcion

I—) Migiones

Figura 1 - Local de procedéncia das amostras de moscas-das-frutas (ARIAS, 2010)
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3.2 Identificacio e caracterizacao morfoldgica de Anastrepha fraterculus complexo

A identificacdo taxondémica foi realizada com o auxilio de microscopio
estereoscopico, baseada nos caracteres morfologicos das fémeas, como padrdo alar, padrdo
toracico, mediotergito, subescutelo e, principalmente, no exame ventral do apice do aculeo,
utilizando-se chaves de identificacdo (CANAL DAZA, 1997; ZUCCHI, 2000).

Anastrepha fraterculus (Wied.) caracteriza-se pelo &pice do aculeo denteado, com
distinta constri¢do antes da serra, com dentes arredondados no minimo até a metade apical
(Figura 2C). As variagdes morfoldgicas deste estudo sdo semelhantes a espécie nominal A.
fraterculus quanto ao mesonoto sem faixas negras longitudinais (Figura 2A), mediotergito e
subescutelo escurecidos lateralmente (Figura 2B), faixas alares marrom-claras e/ou amareladas
(Figura 2D) e espinhos da membrana eversivel (ndo examinado em todos os exemplares) (Figura
2E) (ZUCCHI, 2000). Entretanto, apresentam variagdes no apice do aculeo, o que possibilitou a
separacao dos morfotipos (Figura 3).

As variagdes morfoldgicas ou morfotipos (denominados M1 a M6), do complexo
foram assim caracterizados: M1: &pice do actleo alongado e constri¢do definida; M2: 4pice nao
alongado e constri¢do definida; M3: constri¢do definida e dentes mal-formados; M4: constrigao
pouco definida e apice robusto; MS: constricdo pouco definida e &pice ndo robusto; M6:
constri¢ao pouco definida e dentes mal-formados e Af: aculeo tipico do complexo fraterculus. O
morfotipo M5 foi coletado em Concepcidon e 0 M6 em Santa Rosa; os demais ocorreram nos dois

municipios (Figuras 3A - G).
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Figura 2 — Anastrepha fraterculus complexo. A. Mesonoto sem faixas negras longitudinais; B.
Faixa escura no mediotergito (bl) e no subescutelo (b2); C. Apice do aculeo; D.
Padrao alar; célula bm hialina (d1); E. Espinhos da membrana eversivel

M1 Mo

Figura 3 — Apice do actileo de espécimes do complexo frraterculus. A. Morfotipo 1 (apice do
aculeo alongado e constricdo definida); B. Morfotipo 2 (&pice ndo alongado e
constri¢do definida); C. Morfotipo 3 (constricdo definida e dentes mal-formados); D.
Morfotipo 4 (constrigdo pouco definida e apice robusto); E. Morfotipo 5 (constri¢ao
pouco definida e dpice ndo robusto); F. Morfotipo 6 (constricdo pouco definida e
dentes mal-formados); G. Aculeo tipico de Anastrepha fraterculus complexo
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3.3 Hustracgodes

O actileo foi montado em base apropriada de aluminio (stubs) por meio de fita
adesiva dupla face. Essa estrutura foi recoberta com uma fina camada de ouro no metalizador e
examinado ao microscopio eletronico de varredura (Zeiss — DSM 940A e LEO 435VP) do
Nucleo de Apoio a Pesquisa, Microscopia Eletronica Aplicada a Pesquisa Agropecuaria
(NAP/MEPA) — ESALQ/USP. As imagens das asas e demais actuleos foram obtidas pelo sistema

de imagens da cidmera Motic Image Plus 2.0%, acoplada ao microscépio de luz.

3.4 Estudos morfométricos

3.4.1 Espécimes

Foram selecionados, quando possivel, 10 espécimes de cada morfotipo para
tomada de medidas do actleo (morfometria convencional) e das asas (morfometria geométrica).
Foram analisados 62 espécimes de Concepciéon e 56 de Missiones, distribuidos nas cinco
variagdes morfoldgicas para cada municipio, incluindo os exemplares tipicos de A. fraterculus
complexo (Tabela 1). Os espécimes-testemunha estdo depositados na colecdo do Departamento

de Entomologia e Acarologia (ESALQ/USP), Piracicaba, SP.

Tabela 1 - Procedéncia dos espécimes, codigos utilizados nas andlises morfométricas e

morfotipos (denominados de M1-M6 e Af)

Estado Municipio - Cédigos M1 M2 M3 M4 MS M6 Af Total

Concepcion  Concepcidn - C 11 14 11 10 5 - 11 62

Misiones Santa Rosa - SR 1 11 10 2 - 10 12 56

Total 118
3.4.2 Aculeo

A fémea foi colocada em posigdo ventral em placa de Petri sob microscopio

estereoscopico, para que o aculeo fosse extrovertido com auxilio de uma pinga e um estilete,



35

distendendo-se também a membrana eversivel. O aculeo foi montado em glicerina, em posi¢ao
ventral sobre lamina microscopica, € coberto com laminula.

Os estudos morfométricos foram elaborados em imagens digitalizadas obtidas pelo
sistema de imagens da cAmera Motic Image Plus 2.0%, acoplada a um microscépio de luz para as

medidas do aculeo (Figura 4), usando-se o “software” Motic Images Advanced 3.2".

MEDIDAS DESCRICAO
L1 Largura do aculeo ao nivel da abertura da cloaca
L2 Largura do aculeo no inicio da serra
L3 Comprimento da serra
L4 Comprimento do apice do actileo a partir da abertura da cloaca
L5 Comprimento da margem do apice do aculeo
L6 Comprimento da margem do apice do actleo, da abertura da cloaca até o inicio da serra
L7 Comprimento da margem do apice do aculeo, do inicio da serra até o apice
| ] Comprimento total do actileo

Figura 4 — Medidas do apice do aculeo de Anastrepha fraterculus complexo
3.4.3 Asa

A asa esquerda foi retirada e distendida em lamina de microscopia, coberta com
glicerina, e sobreposta por uma lamina milimetrada. As imagens foram obtidas e digitalizadas por
meio de camera Motic Image Plus 2.0, acoplada a um microscopio de luz. Na sequéncia, com o
auxilio do “software” TpsUtil versao 1.38 (ROHLF, 2006), foi construido um arquivo que
permitiu a analise das imagens capturadas. Posteriormente, os 20 marcos anatdmicos homologos
foram digitalizados utilizando-se o “software” TpsDig versao 1.40 (ROHLF, 2004), que permitiu

digitalizar os marcos anatdomicos homologos, de cada exemplar, transformando-os em
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coordenadas cartesianas (x e y). A descri¢do dos marcos anatomicos (pontos homdlogos) esta

disponivel na Figura 5.

Figura 5 - Marcos anatomicos e descri¢ao das nervuras da asa do complexo fraterculus

LANDMARKS DESCRICAO
1 Interseccao das nervuras costal e umeral (C e h)

Intersec¢do da nervura subcostal (Sc) e a borda da asa

3 Interseccdo do setor radial | (R;) e a borda da asa

4 Interseccdo do setor radial 5.3 (Ry43) € a borda da asa

5 Intersecg@o do setor radial 4.5 (R445) € a borda da asa

6 Intersec¢do da nervura mediana (M) e a borda da asa

7 Interseccao das nervuras umeral e subcostal (h e Sc)

8 Intersec¢do da nervura r-m e o setor radial 4.5 (r-m € Ryss)
9 Intersecgdo das nervuras mediana e r-m (M e rm)

10 Interseccao das nervuras dm-cu e mediana (dm-cu e M)

11 Interseccdo das nervuras CuAl e dm-cu

12 Intersec¢do da nervura cubital A1 (CuAl) e a borda da asa
13 Interseccao das nervuras R; e Ryi3

14 Interseccdo das nervuras R,.3 € Ryss

15 Interseccdo das nervuras M e m-cu

16 Intersecc¢ao das nervuras m-cu e CuAl

17 Interseccdo da nervura CuAl e apice da célula cup

18 Intersecc¢do da nervura M e base da célula bm

19 Interseccdo da nervura A e apice da célula cup

20 Interseccdo da nervura anal (A) e a borda da asa
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3.4.4 Analise dos dados morfométricos

3.4.4.1 Aculeo

Os dados das oito medidas realizadas no actleo foram exportados diretamente para o
programa Excel® e usados para calcular as médias e amplitudes da estrutura do actleo e plotagem

dos graficos por meio do programa Satistica 9.0".

3.4.4.2 Asa

A partir dos 20 marcos anatomicos foram geradas 36 medidas de deformagdes relativas
(k=2n-4), sendo k representado pelo niimero total de deformacgdes relativas e n o nimero de
marcos anatdmicos determinados. Por meio do programa TpsRewl versao 1.45 (ROHLF, 2007b),
foram superpostas as configuragdes dos marcos anatdomicos pelos métodos de quadrados
minimos. Esse método transforma uma configuracdo de marcos, superpondo-a em uma
configuracao de referéncia (consenso), de modo que a soma do quadrado das distancias entre os
pontos correspondentes em ambas as configuracdes seja a menor possivel (MONTEIRO; REIS,
1999). Os consensos sao os conjuntos de valores posicionais médios dos 20 pontos anatdmicos
amostrados para cada populacdo estudada e sdo representados simultaneamente sob a forma de
“asa consenso”, que ¢ a conformacdo alar média de cada populagdo. Os escores das médias
populacionais foram projetados no espago entre as variaveis canonicas em graficos de dispersao,
que permitem visualizar a ordenacdo das populagdes em relacdo as variacdes de forma das asas
analisadas, sendo os graficos construidos pelo programa Satistica 9.0°. Os diagramas de
deformacdo foram obtidos a partir da regressdo da variavel candnica sobre os componentes de
forma, utilizando-se o programa TpsRegr 1.33 (ROHLF, 2007a). Foram aplicados os testes
Wilks’Lambda (P<0,0001), Pillai’s Trace (P<0,0001), Hotelling-Lawley Trace (P<0,0001) e
Roy’s Greatest Root (P<0,0001) para verificar a significdncia nos dados, utilizando-se o SAS
System 9.2% (2008). O grau de similaridade das populagdes foi estimado mediante o calculo das
distancias de Mahalanobis, sendo organizado na forma de tabelas e convertido em fenogramas,
construidos conforme algoritmo UPGMA pelo programa Statistica 9.0%. Os programas de

morfometria estdo disponiveis gratuitamente em http://life.bio.sunysb.edu/morph/.
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3.5 Analises moleculares

3.5.1 Preparo do material

Espécimes coletados originalmente em 70% etanol foram transferidos para 100%
etanol e armazenados a -80°C. Apos a identificacdo das fémeas como pertencente ao complexo
fraterculus, o torax de cada uma foi usado para a extragdo de DNA. Os demais segmentos (asa,
abdomen e aculeo) permaneceram fixados em 100% etanol para andlise morfométrica. Os
morfotipos do complexo fraterculus foram separados com base nas variagcdes morfologicas,
sendo utilizados, quando possivel, cinco espécimes de cada morfotipo para as analises
moleculares.

Foram obtidas 60 sequéncias para a regido da COI (32 para o municipio de
Concepcidn e 28 para o municipio de Santa Rosa) e 34 sequéncias para a regido ITS1 (14 para o

municipio de Concepcion e 20 para o municipio de Santa Rosa) (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 — Procedéncia dos espécimes utilizados na analise da regido da COI, codigos utilizados

nas analises moleculares, morfotipos (M1-M6 e Af)

Estado Municipio M1 M2 M3 M4 M5 M6 AT Total
Concepcion  Concepcion - C 6 7 4 S5 5 - 5 32
Misiones Santa Rosa - SR s 5 5 2 - 6 5 28
Total 60

Tabela 3 - Procedéncia dos espécimes utilizados na analise da regido ITS1, codigos utilizados nas

analises moleculares, morfotipos (M1-M6 e Af)

Estado Municipio - Codigo M1 M2 M3 M4 MS Mé6 Af Total
Concepcion  Concepcion - C 2 4 3 2 1 - 2 14
Misiones Santa Rosa - SR 4 3 4 2 - 6 1 20

Total 34
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3.5.2 Extraciao de DNA

As extragdes de DNA foram realizadas seguindo-se o protocolo de extragdo do
DNA genomico com sal (NaCl) (ALJANABI, MARTINEZ, 1997). Para cada extracdo foi
utilizado o térax de um individuo, o qual foi macerado em 400 pL de solugdo TEN (10 mM Tris-
HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA, pH 8,0; 400 mM NacCl), seguido da adi¢dao de solugdo de lise (40 uL
de 20% SDS e 8 pL de proteinase K a 20 mg/mL) e tratamento térmico a 55 °C por 60 min.
Ap6s, foram adicionados 300 uL de 5-6 M de NaCl (solugdo aquosa saturada), misturados em
vortex por 15-30 segundos, centrifugados a temperatura ambiente (30 min a 18.188 g), sendo o
sobrenadante misturado a um volume de 100% etanol ou isopropanol gelado e incubado a -20°C
por, pelo menos, 1 h para a precipitagdo do DNA. As amostras foram entdo centrifugadas a 4°C
por 20 min a 18.188 g e o DNA lavado em 1 mL de etanol a 100% e centrifugado novamente a
4°C por 5 min a 14.000 g. O precipitado foi novamente lavado com 1 mL de 70% etanol e
centrifugado a 4°C por 5 min a 18.188 g, por duas vezes. A amostra foi entdo mantida em
temperatura ambiente por 15-20 min e 0 DNA ressuspenso em 20 pL de H,O milli-Q (Millipore)
estéril. A integridade do DNA extraido foi avaliada em gel de agarose a 0,8% contendo 0,5pg/mL
de brometo de etideo em tampao tris-acetato-EDTA (TAE) a 5V/cm, e visualizada em

transluminador (UV).

3.5.3 Marcadores moleculares

Para a caracterizagdo molecular dos diferentes morfotipos de A. fraterculus
selecionados foram utilizados marcadores mitocondriais e nucleares. Como marcador
mitocondrial, foi utilizada uma por¢do da subunidade I da citocromo oxidase (COI — marcador
mitocondrial) (Figura 6), enquanto a regido espagadora ITS1 foi selecionada como marcador

nuclear (Figura 7).
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Figura 6 - Representagdo do trecho do DNA mitocondrial onde se encontra o gene COI e
localizagao aproximada dos iniciadores utilizados na amplificagdo do fragmento em

estudo
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Figura 7 - Organizagdo do DNA ribossdmico (DNAr) em Ceratitis (modificado de DOUGLAS;
HAYMER, 2001). Os blocos em cinza representam as regioes codificadoras, as linhas
representam a regido nao-codificadora (ITS). Localizacdo aproximada dos iniciadores
utilizados neste trabalho

As regides selecionadas para as analises moleculares foram amplificadas
utilizando-se de iniciadores universais (Tabela 4), em reagdes de amplificacao contendo 2,0uL de
gDNA (concentragdo indeterminada), SuL. de 5x PCR buffer, 1,5mM MgCl,, 200 pM de
dNTP/cada, 0,32 uM de cada iniciador, 0,25 unidades de Taq polimerase (Promega®) e 4gua
MilliQ estéril para volume final de 25 pl.

Tabela 4 - Oligonucleotideos iniciadores usados nas reagdes de amplificagdo via PCR

Regides Iniciadores Sequéncias Referéncias

COlI C1-J-1718 5'-GGA GGAT TTG GAA ATT GAT TAG TTC C-3' Simon et al. (1994)
COIld-r 5'-GGG CTC ATA CAA TAA ATC CTA AT-3' Ruiz-Arce, R (2009)

ITS1 CAS18sF1 5'-TAC ACA CCG CCC GTC GCT ACT A-3' Jie et al. (2003)

CAS5p8sB1d 5'-ATG TGC GTT CRA AAT GTC GAT GTT CA-3' lJie et al. (2003)
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As reacdes de amplificacdo seguiram parametros de termociclagem distintos,
sendo de 95°C por 5 min (1x); 95°C por 45 s, 45°C por 45 s, 72°C por 1 min (40x); 72°C por 1
min para COI, e de 94°C por 2 min (1x); 94°C por 1 min, 54°C por 1 min, 72°C por 1 min (40x);
72°C por 5 min para a regido do ITS1.

Os produtos de amplificagdo foram analisados em gel de agarose a 1,5% contendo
0,5ug/mL de brometo de etideo para a coloragdo dos fragmentos de DNA, em tampao tris-
acetato-EDTA (TAE), a 5V/cm. A visualizagdo do gel foi feita em transluminador (UV) acoplado
a sistema de aquisi¢do de imagens em sistema digitalizador GelCapture® 4.1.11.4. Os produtos
de PCR foram purificados ap6s adigdo de 0,1 volume de 3M acetato de sodio e 2,5 volumes de
95% etanol gelado a reagdo de amplificacdo, e incubagdo a -20 °C por 16 h. Apds a incubagao, as
amostras foram centrifugadas a temperatura ambiente (10 min a 18.188 g), o precipitado foi
lavado com 500 pL de 80% etanol e novamente centrifugado a temperatura ambiente (5 min a
18.188 g — 2x). A amostra foi mantida a temperatura ambiente para completa evaporagao do
etanol, o DNA ressuspenso em 10 pL. de H,O milli-Q (Millipore) autoclavada e armazenado a -

20°C para sequenciamento.

3.5.4 Sequenciamento do DNA

Os produtos de PCR purificados foram submetidos ao sequenciamento
bidirecional utilizando-se dos mesmos iniciadores empregados nas reagdes originais de
amplificacdo. As sequéncias foram processadas pelo Centro de Estudos do Genoma Humano
(CEGH-USP) (http://genoma.ib.usp.br/servicos/sequenciamento.php), de acordo com o protocolo
para ABI3730, utilizando o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. Todas as sequéncias
obtidas foram editadas manualmente no programa FinchTV 1.4.0
(http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/FinchTV.shtml) e analisadas no programa BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) para comparagdo das fitas e eliminagdo de

erros de leitura.
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3.5.5 Alinhamento e analise dos dados moleculares

As sequéncias foram alinhadas utilizando-se a ferramenta ClustalW, com
penalidade por intervalo aberto (gap opening penalty) igual a 15,0 e penalidade pela extensdao do
intervalo (gap extension penalty) igual a 6,66. Todas as analises foram conduzidas utilizando-se
do pacote estatistico MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007).

As redes de haplotipos foram construidas com os dados da COI usando o
programa TCS versdo 1.21 (CLEMENT et al., 2002). Este programa utiliza dados estatisticos de
probabilidade baseados no critério da parcimOnia para estimar genealogias por meio de

sequéncias de DNA (TEMPLETON et al., 1992).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises morfométricas com base nos aciuleos

4.1.1 Analise discriminante

O grafico da fun¢do discriminante revelou que todas as variacdes morfologicas
diferem entre si em ambos os municipios estudados. A andlise revelou ainda, que houve
isolamento de um individuo nos morfotipos M3, M4 e Af, e de dois individuos no morfotipo M5,
no municipio de Concepcion (Figura 8). Por outro lado, houve isolamento apenas dos individuos
do morfotipo M4 no municipio de Santa Rosa, contudo s6 foram estudados dois individuos dessa
varia¢do morfolédgica (Figura 9).

4
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Figura 8 — Gréfico de dispersdo de espécimes do complexo fraterculus, separados em morfotipos
(M1-MS5 e Af), do municipio de Concepcion no espago bidimensional das varidveis
candnicas VC1 e VC2 geradas a partir de oito medidas no actleo
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Figura 9 — Gréafico de dispersdo de espécimes do complexo fraterculus, separados em morfotipos
(M1-M4, M6 e Af), do municipio de Concepcidon no espaco bidimensional das
variaveis candnicas VC1 e VC2 geradas a partir de oito medidas no aculeo

4.1.2 Analise de Agrupamento

O agrupamento dos morfotipos do complexo fraterculus revelou a formacao de
dois grandes grupos a partir das distancias 44 e 58 (municipio de Concepcion e Santa Rosa,
respectivamente) (Figuras 10 e 11).

No municipio de Concepcion, um dos grupos formado constituiu-se dos
morfotipos com actleo tipico do complexo fraterculus (Af) e constri¢ao pouco definida e dpice
ndo robusto (M5). Esse morfotipo com exce¢do de apenas um individuo, inserido no grupo, foi
formado pelos demais morfotipos divididos em subgrupos (Figura 10). No municipio de Santa
Rosa, um dos grupos foi formado pelos morfotipos de apice do actleo alongado e constri¢do
definida (M1), 4pice ndo alongado e constri¢ao definida (M2) e constricao definida e dentes mal-
formados (M3), esta com excecdo de apenas dois individuos, inseridos no outro grupo,

representado pelos demais morfotipos divididos em subgrupos (Figura 11).
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Figura 10 — Fenograma de espécimes do complexo fraterculus, separados em morfotipos (M1-M5 e Af), do municipio de Concepcidn,
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gerado a partir de oito medidas no aculeo
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4.1.3 Variacao morfométrica do aculeo

A) Variacao no comprimento do apice do acileo

O comprimento do apice do aculeo apresentou uma variacdo consideravel nos
morfotipos estudados, em ambos os municipios, cujas medidas variaram entre 0,22 a 0,32 mm
(municipio de Concepcion) (Figura 12) e 0,23 a 0,32 mm (municipio de Santa Rosa) (Figura 13).
Os valores médios das medidas do &pice concentram-se entre 0,25 e 0,29 (Concepcion) e 0,24 e
0,29 (Santa Rosa). Esses resultados concordam com os dados encontrados por Araujo e Zucchi
(2006), os quais estudaram populagdes de A. fraterculus de 15 localidades brasileiras e obtiveram
um intervalo de variacdo de 0,20 a 0,30 mm e valores médios das medidas do apice entre 0,22 e
0,28 mm. O intervalo de medidas encontrado esta também de acordo com o intervalo de 0,25 a
0,27 (STEYSKAL, 1977) e o valor médio de 0,26 mm (ZUCCHI, 1977).

No municipio de Concepcidn, a maior amplitude no apice do actileo foi observada
no morfotipo 5 (M5), o qual carateriza-se pela constricdo pouco definida e apice nao robusto,
presente apenas nesse municipio. Por outro lado, as populacdes de éapice nao alongado e
constricao definida (M2), constricdo definida e dentes mal-formados (M3) e dos exemplares com
aculeo tipico do complexo fraterculus (Af) apresentaram a menor amplitude (Figura 12).

No municipio de Santa Rosa, a maior amplitude foi observada nos espécimens
tipicos de A. fraterculus (Af) e a menor amplitude foi observada na populagdo de apice nao

alongado e constricao definida (M2) (Figura 13).
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Figura 12 — Variagao morfométrica do apice do actileo de espécimes do complexo fraterculus,
separados em morfotipos (M1-M5 e Af), do municipio de Concepcion
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Figura 13 — Variagdo morfométrica do apice do actileo de espécimes do complexo fraterculus,
separados em morfotipos (M1-M4, M6 e Af), do municipio de Santa Rosa
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B) Variacio no comprimento total do aculeo

O comprimento total do actleo variou de 1,53 a 1,94 mm (Concepcion) e 1,5 a 2,1
mm (Santa Rosa) (Figuras 14 e 15, respectivamente). Os valores médios concentram-se entre
1,59 e 1,80 mm (Concepcion) e 1,58 e 1,90 mm (Santa Rosa). Assim, como os valores das
medidas no apice, os valores encontrados para o comprimento total do aculeo concordam com os
resultados obtidos por Araujo e Zucchi (2006), os quais estudaram populacdes de A. fraterculus
de 15 localidades brasileiras e obtiveram um intervalo de variacao de 1,40 a 1,90 mm e valores
médios das medidas do comprimento total entre 1,59 e 1,76 mm. Stone (1942) relatou que o
comprimento do aculeo de A. fraterculus varia de 1,50 a 1,95 mm e Zucchi (1977) informou a
existéncia de uma variacao de 1,50 a 2,0 mm.

Analisando-se os morfotipos do municipio de Concepcidn, tem-se que a maior
amplitude no comprimento do actileo foi observada no morfotipo de apice ndo alongado e
constricdo definida (M2) e a menor amplitude foi observada no morfotipo dos espécimes com
aculeo tipico do complexo fraterculus (Af) (Figura 14). Em contrapartida, no municipio de Santa
Rosa, obteve-se a maior amplitude nos morfotipos de apice do actleo alongado e constri¢do
definida (M1) e nos morfotipos com constricao definida e dentes mal-formados (M3). Por outro
lado, a menor amplitude foi observada no morfotipo de constri¢gao pouco definida e apice robusto

(M4), (apenas dois individuos analisados) (Figura 15).
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4.2 Analises morfométricas com base nas asas

4.2.1 Analises das variaveis canonicas (AVC)

A andlise baseada nas varidreis candnicas VC1 e VC2, gerada a partir das
coordenadas posicionais em plano cartesiano dos 20 pontos anatomicos da asa esquerda de
espécimes do complexo fraterculus, revelou dissimilaridades entre os morfotipos estudados. Os
testes multivariados Wilks” Lambda (P<0,0001), Pillai’s Trace (P<0,0001) e Roy’s Greatest Root
(P<0,0001) mostraram que os eixos candnicos foram estatisticamente significativos.

Os graficos de dispersdo dos individuos, no espago das variaveis canonicas (VC1 e
VC2) (Figuras 16 e 17), de ambos os municipios (Concepcion e Santa Rosa) apresentaram
algumas semelhangas. Os morfotipos tenderam a se separar, porém ha pequenas insercdes nos
conjuntos formados. No grafico de dispersdao dos individuos para o municipio de Concepcion
(Figura 16), observou-se que o morfotipo M1 (4pice do actileo alongado e constricdo definida)
sobrepds cerca de 40% com o morfotipo M2 (4pice ndo alongado e constricdo definida). Os
demais morfotipos se separaram, exceto o morfotipo M5 (constri¢do pouco definida e 4pice nao
robusto) cujos individuos ficaram dispersos ao redor do morfotipo M4 (constri¢ao pouco definida
e 4pice robusto). Para o municipio de Santa Rosa (Figura 17), observou-se que o morfotipo Af
(aculeo tipico do complexo fraterculus) sobrepds cerca de 10% com o morfotipo M1 e cerca de
20% com o morfotipo M2. Além disso, o morfotipo M6 (constricdo pouco definida e dentes mal-
formados) sobrepds cerca de 50% com o morfotipo M3 (constricdo definida e dentes mal-
formados); enquanto o morfotipo M4 ficou totalmente distante das demais.

A partir da regressdo dos valores de VC1 e VC2 sobre os componentes de forma,
foram construidos os diagramas de deformagdo que se encontram ao redor dos graficos das
variaveis canonicas. Esses diagramas indicam a conformagao alar dos individuos, conforme os
valores das varidveis canonicas (VCs) ao longo dos eixos dessas varidveis, ou seja, quanto mais
proximo dos eixos das VCs estiver o individuo, as asas terdo maior semelhanga aquela
conformagdo extrema (Figuras 16 ¢ 17).

A partir da andlise dos diagramas de deformagdo, podemos fazer as seguintes
observacdes para os morfotipos do complexo fraterculus do municipio de Concepcion (Figura
16). O primeiro eixo candnico contém 47% da variacdo entre os grupos, relativo a variagdo

dentro dos grupos, observa-se uma acentuada separagdo dos morfotipos M3, M4 e Af, ao passo
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que M1 separa-se parcialmente dos morfotipos M2 e MS5. Esse grupo de morfotipos, como
mencionado acima, sobrepde-se consideravelmente, no eixo positivo da variavel candnica 1,
estando os morfotipo ordenados em um continuo de variagdo na forma da asa ao longo desse
primeiro eixo. As deformacgdes hipotéticas ao longo do primeiro e segundo eixos candnicos
representam uma possivel mudanca na forma da asa prevista na variacdo dos escores dos dois
eixos candnicos. Nos extremos inferior e superior do primeiro eixo candnico (VC1), as principais
mudancas da asa estdo associadas as nervuras R; (intervalo dos marcos 3 e 13), Ry;3 (intervalo
dos marcos 4 ¢ 14), R4+s (intervalo dos marcos 5 e 8), M (intervalo dos marcos 6 ¢ 18) e CuAl
(intervalo dos marcos 12 ¢ 16). Assim, os morfotipos M4, M5 e Af, localizados no extremo
inferior de VC1 (escore negativo), apresentam asas ligeiramente mais curtas em relacdo aos
demais morfotipos localizados no extremo superior de VC1 (escore positivo). A maior variagao
foi observada entre os marcos 5 e 8, que representa a nervura Ru4s, ou seja, ocorreu alongamento
da nervura resultante do afastamento desses pontos, permitindo o alongamento da regido médio-
apical da asa. A nervura M (marcos 6 e 18) também encontra-se mais alongada contribuindo para
esse formato. Os demais morfotipos, localizados no extremo superior de VC1 (escore positivo),
apresentaram asas de largura semelhante aos morfotipos anteriores. As duas primeiras varidveis
candnicas explicam 70% da variagdo total entre os morfotipos do municipio de Concepcion,
sendo que o primeiro eixo candnico explicou 47% e o segundo 23% (Figura 16).

A analise dos diagramas de deformagdo nos permite observar as seguintes
diferengas dentro dos morfotipos do complexo fraterculus do municipio de Santa Rosa (Figura
17). O primeiro eixo candnico contém 44% da variag@o entre os grupos relativa a variacao dentro
dos grupos, foi observada a separacao parcial de todos os morfotipos, em relagdo ao primeiro
eixo candnico (VC1), com exce¢do do morfotipo M4, que se separou totalmente das demais. Esse
grupo de morfotipos sobrepde-se consideravelmente dentro do extremo inferior do eixo candnico
2 (VC2) (escore negativo), enquanto no extremo superior do VC2 (escore positivo) observa-se
separacao total do morfotipo M4. Nos extremos inferior e superior do primeiro €ixo canonico
(VC1), as principais mudancas na asa estdo associadas as nervuras R; (intervalo dos marcos 3 e
13), Ry43 (intervalo dos marcos 4 ¢ 14), R4+s (intervalo dos marcos 5 ¢ 8), M (intervalo dos
marcos 6 e 18), CuAl (intervalo dos marcos 12 e 16) e A (intervalo dos marcos 19 e 20). Assim,
os morfotipos M3 e M6, localizados no extremo inferior de VC1 (escore negativo), apresentam

asas mais curtas e largas em relagdo aos demais morfotipos localizados no extremo superior de
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VCI (escore positivo). As maiores variacoes foram observadas entre os marcos 4 ¢ 14 ( nervura
R2:3), 5 e 8 (nervura Ryis), 6 € 18 (nervura M) e 12 e 16 (nervura CuAl), ou seja, ocorreu
encurtamento das nervuras resultante da aproximacao desses pontos, permitindo o encurtamento
da regido médio-apical da asa. A nervura A (marcos 19 e 20) encontra-se mais alongada
contribuindo para esse formato. O contrario aconteceu para os demais morfotipos localizadas no
extremo superior de VCI1 (escore positivo), os quais apresentaram asas mais compridas e
estreitas. As duas primeiras varidveis candnicas explicam 79% da variacdo total entre os
morfotipos do municipio de Santa Rosa, sendo que o primeiro eixo candnico explicou 44% e o

segundo 25% (Figura 17).
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4.2.2 Analise de agrupamento

Os valores das distdncias de Mahalanobis (Tabelas 5 e 6), calculados a partir dos
agrupamentos de forma dos morfotipos do complexo fraterculus de ambos os municipios
(Concepcion e Santa Rosa), foram estudados pela andlise de cluster (UPGMA), onde foram
gerados os dendrogramas (Figuras 18 e 19). De acordo com a andlise de Mahalonobis, para o
municipio de Concepcion (Figura 18), observa-se que ocorre similaridade morfolégica entre os
morfotipos M3 (constri¢do definida e dentes mal-formados), M4 (constri¢do pouco definida e
apice robusto) e M1 (4pice do aculeo alongado e constricdo definida), M2 (apice nao alongado e
constricdo definida) e Af (actleo tipico do complexo fraterculus), sendo que, o morfotipo M5
(constricdo pouco definida e apice ndo robusto) foi a mais distante de todas. Apesar de esse
morfotipo ter sido visualizado ao redor da M4, no grafico de dispersao (Figura 16), foi possivel
verificar, na andlise de cluster, que esse morfotipo encontra-se nos limites entre os agrupamentos
formados.

Analisando-se os morfotipos do municipio de Santa Rosa (Figuras 19), novamente
observa-se a formacdo de agrupamentos distintos para os morfotipos. Na analise de cluster das
distancias de Mahalanobis, verifica-se que ocorre similaridade morfoldgica entre os morfotipos
M1 (apice do actileo alongado e constricdo definida) e M3 (constri¢do definida e dentes mal-
formados), M6 (constricdo pouco definida e dentes mal-formados), Af (actleo tipico do
complexo fraterculus) e M4 (constricdo pouco definida e apice robusto), sendo que, o morfotipo
M2 (apice nao alongado e constricdo definida) foi a mais distante de todas. Apesar de esse
morfotipo ter sido visualizada entre o morfotipo M6 e os limites de Af, no grafico de dispersdo
(Figura 17), foi possivel verificar, na analise de cluster, que esse morfotipo encontra-se nos
limites entre os agrupamentos formados.

Assim, os dendrogramas possibilitam a determinacdo da proximidade dos
morfotipos estudados, de ambos os municipios (Concepcion e Santa Rosa), demonstrando,

portanto, a ocorréncia de variagdo em A. fraterculus.
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Figura 18 — Dendrograma para as varia¢des morfologicas do complexo fraterculus do municipio
de Concepcion gerado por andlise de cluster (UPGMA) a partir de distancias de
Mahalanobis apresentadas na Tabela 5

Tabela 5 — Distancias de Mahalanobis de variagdes morfologicas do complexo fraterculus do

municipio de Concepcion calculados a partir dos componentes de forma das asas

Populacoes M1 M2 M3 M4 M5 Af
M1 -
M2 0.913 -
M3 0.256  0.490 -
M4 0.170  0.053 0.027 -
MS 0.359 0.331 0.133 0.861 -
Af 0.233 0.175 0.162 0.599 0.634 -




58

M1

M3

M4

M6

Af

M2

0.0 01 0.2 03 04 0.5 0.6

Linkage Distance

Figura 19 — Dendrograma para as variagdes morfologicas do complexo fraterculus do municipio
de Santa Rosa gerado por andlise de cluster (UPGMA) a partir de distancias de
Mahalanobis apresentadas na Tabela 6

Tabela 6 — Distancias de Mahalanobis de variagdes morfoldgicas do complexo fraterculus do

municipio de Santa Rosa calculados a partir dos componentes de forma das asas

Populacées M1 M2 M3 M4 M6 Af
M1 -
M2 0.490 -
M3 0.101 0.565 -
M4 0.546 0.346 0.357 -
Mé 0.181 0.404  0.837 0.327 -
Af 0.775 0.912 0.278 0.318 0.207 -

Analisando-se os individuos a partir da Distancia Euclidiana, tem-se os

agrupamentos apresentados nas Figuras 20 e 21.
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4.2.3 Centroide

O grau de variacdo entre os morfotipos do complexo fraterculus, de ambos os
municipios (Concepcion e Santa Rosa), foi analisado nas asas com base no tamanho do centroide,
a partir dos graficos das médias, erro-padrdo e desvio-padrdo (intervalo de confianga 1,96%). O
centroide constitui um ponto imaginério, que representa o centro geométrico da asa, determinado
pela média dos valores posicionais no plano cartesiano de todos os pontos anatomicos da asa;
representa o centro de massa de uma configuragdo, fundamental para a definicdo de tamanho.
Assim, o tamanho da asa ¢ representado em termos de tamanho de centréide (MONTEIRO;
REIS, 1999). Os espécimes do municipio de Santa Rosa apresentaram asas relativamente

maiores, quando comparados aos do municipio de Concepcion (Figuras 22 e 23).
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Figura 22 — Centroide para as variagdes morfoldgicas do complexo fraterculus do municipio de
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Figura 23 — Centroide para as variacdes morfoldgicas do complexo fraterculus do municipio de

Santa Rosa

4.3 Analises moleculares

4.3.1 Regiao do COI

As sequéncias da COI obtidas apresentaram de 590 a 593 pb. Embora o tamanho
das sequéncias tenha sido varidvel, as diferengas entre os morfotipos estudados nao excedem 1%
dos quase 600 nucleotideos observados.

O resultado demonstrou variabilidade entre os morfotipos estudados quanto ao
tamanho do fragmento COI apenas nos morfotipos M1 ¢ M2 (municipio de Concepciéon) e M3 e
M6 (municipio de Santa Rosa); enquanto a composicdo nucleotidica, apresentou variacdo em
todos os morfotipos estudados. A composi¢do nucleotidica apresentou limites de variagdo
bastante proximos para ambas as populagdes de estudo (Tabelas 7 e 8). Os nucleotideos timina e
adenina foram os mais abundantes no fragmento da COI analisado para os diferentes morfotipos

do complexo fraterculus, correspondendo em média a 69%, em cada populagdo.
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Na tabela 9, estd representada a média da composi¢cdo nucleotidica da regido do
COI de acordo com a posi¢ao no coéddon para os municipios de Concepcion e Santa Rosa,
respectivamente. Segundo Pereira et al. (2001) as taxas de substituicdo ao longo de uma
sequéncia ndo sdo iguais em muitos casos. Um exemplo comum em sequéncias codificadoras de
proteinas € que a terceira posi¢ao do codon tem taxas de substituicdo maiores do que a primeira e

a segunda posicoes.

Tabela 7 — Composi¢do nucleotidica média para as sequéncias da regido do gene COI de

espécimes do complexo fraterculus, do municipio de Concepcion

Nucleotideo Frequéncia média (%) Limite de variacao (%)

T 37,4 37,2-37,7
C 15,9 15,7—-16,2
A 31,7 31,4-31,9
G 14,9 14,8 — 15,2

Tabela 8 — Composicdo nucleotidica média para as sequéncias da regido do gene COI de

espécimes do complexo fraterculus, do municipio de Santa Rosa

Nucleotideo Frequéncia média (%) Limite de variacio (%)
T 37,6 37,5-383
C 15,8 15,2 -16,0
A 31,5 31,4-31,8
G 14,9 14,8 - 15,0

Tabela 9 — Composicao nucleotidica média para as sequéncias da regido do gene COI de
espécimes do complexo fraterculus, dos municipios de Concepcion e Santa Rosa, de

acordo com a posi¢ao do codon

Frequéncia média (%) - | Frequéncia média (%) -
Base Concepcion Santa Rosa
10 20 30 10 20 30

41,3 29,2 41,7 30,3 41,0 41,5
5,1 16,7 26,0 17,6 243 5,6
52,4 26,3 16,3 25.8 19,3 49,6
1,0 27,8 15,8 26,3 15,2 3,0

Q>0+
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Os resultados das analises de similaridade para a regido da COI analisada foram
calculados para os morfotipos do complexo fraterculus (Tabelas 10 e 11). Pela matriz de
similaridade, foi possivel determinar a proximidade genética dos espécimes e observar o elevado
grau de proximidade para a regido do gene COI entre os morfotipos para cada municipio
estudado. Foram observados 16 haplétipos na populacio de Concepcion, os quais
corresponderam a apenas trés sequéncias protéicas distintas, enquanto a populagdo de Santa Rosa
apresentou 13 haplétipos, representando trés sequéncias protéicas distintas, sendo que para cada
populacdo foram estudados seis morfotipos (Figuras 24 e 25). A heran¢a materna - ¢ a nao
recombinagdo entre as moléculas - faz com que um gendtipo ou haplétipo mitocondrial possa
servir para tragar uma genealogia materna, o que muitas vezes pode ajudar a entender o modo de
dispersdo de muitos organismos, acasalamentos preferenciais etc (ARIAS; INFANTE-

MALACHIAS, 2001).
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Tabela 10 — Matriz de similaridade genética da por¢ao COI dos morfotipos do complexo fraterculus do municipio de Concepcion —

Paraguai

Amastras 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 W 2 2 13 4 ¥}/ W W W MW W N N
1)3.9¢_M1 D

J)456_M1 08% 1D

3)152C_M1L 1000 0.995 D

4)BAC_M1 0998 0994 0998 1D

5)10.2¢_M1 0998 0.994 0998 0.996 ID

6)21C_M1 1000 0.996 1000 0.998 0998 1D

7)253C_M2 089 0994 0998 0996 099 0998 ID

8] 16_M2 0994 0991 0994 0993 0993 0994 0893 1D

g)3.15¢_M2 1000 0.995 1000 0.998 0998 1000 0993 093 D

10)S€_M2 1000 0.995 1000 0.998 0998 1000 0998 0994 1000 D

11)426_ M2 0.99% 0993 099 0994 0994 D996 0994 0991 0996 09% D

12)13.2€_M2 1000 0.005 1000 0.998 0998 1000 0992 0094 1000 1000 0996 IO

13)14.4€_M2 08098 0,094 D093 0.996 0996 0998 0906 0093 0098 0998 0994 0898 1D

14)32¢_M3 1000 0.995 1000 0.998 0993 1000 0993 0094 1000 1000 0.996 1000 0.008 D

15)35C_M3 0806 0.003 0096 0994 0994 0996 0904 0091 0096 0996 0,993 08096 0.004 009 1D

16)14.3C_M3 1000 0.995 1000 0.998 0993 1000 0998 0.994 1000 1000 0996 1000 0.998 1000 0.996 1D

17)34C_M3 0998 0.994 0998 0996 0996 0998 0995 0093 0998 0998 0994 0998 0996 0098 0994 0998 ID

18)3.10C_M4 0998 0.994 0998 0.996 0996 0.998 0996 0.99 0998 0998 0,994 0998 0.996 0998 0.994 0998 0.99 1D

19)9.1C_M4 099 0.993 099 0.994 0994 0.996 0994 0994 0996 0996 0993 099 0.994 099 0.993 099 0.994 0998 IO

20)9.2C_MA 0898 0.994 0998 0996 0996 0998 0996 0993 0998 0998 0994 0898 0.995 0998 0994 0998 0.996 0996 0994 1D

21)11.2€_ M4 099 0.994 0998 0996 0996 0998 0996 0996 0998 0998 0,994 08998 0.995 0998 0994 0998 0.996 0996 0994 0896 D

22)121€_Ma 1000 0.996 1000 0.998 0998 1000 0998 0.994 1000 1000 0996 1000 0.998 1000 0.996 1000 0.998 0998 0.996 0998 0988 1D

23)19€_M5 1000 0.995 1000 0.998 0998 1000 0993 0094 1000 1000 0996 1000 0.998 1000 0.996 1000 0.995 0993 0.996 0998 0998 1000 1D

24)6€_M5 1000 0.995 1000 0.998 0998 1000 0993 0994 1000 1000 0,996 1000 0.998 1000 0.996 1000 0.995 0993 0996 0998 0998 1000 1.000 1D

25)12.2€_MS 1000 0.995 1000 0.998 0998 1000 0992 0094 1000 1000 0,996 1000 0.008 1000 0.996 1000 0.998 0993 0.006 0098 0998 1000 1.000 1000 1D

26)251€_M5 1000 0.995 1000 0.998 0998 1000 0992 0094 1000 1000 0996 1.000 0.098 1000 0.996 1000 0.998 0993 D006 0098 0998 1000 1.000 1000 1000 1D

27)158¢_MS 0.9098 0004 0093 0996 1000 0998 0906 0.093 D098 0998 0994 09098 0.005 0098 0994 D08 0.906 0006 0.094 0096 0996 0995 0908 0098 0090998 ID

I8)8CFI_AF 0998 0.094 0093 0996 0996 D998 0906 0096 D098 0998 0994 0998 0.006 0098 0994 D98 0.905 1000 0.098 0096 0996 0595 0908 0.098 (.09 0998 0995 ID
29)8CF2_AF 0998 0.994 0998 0.996 0995 0998 0996 0993 0998 0998 0994 0998 0.996 0998 0.994 0.998 0.996 0996 0.994 099 099 0998 0998 0.998 099 0.998 0996 099 1D
30)8CFT_AF 0998 0.994 0998 0.996 0995 0998 0996 0993 0998 0998 0994 0998 0.996 0998 0.994 0998 0.995 0996 0994 0996 099 0998 0998 0.998 0.99 0.998 0.996 0996 0.99 ID
31)8CFE_AF 1000 0.996 1000 0998 0998 1000 0993 0994 1000 1000 0996 1000 0.998 1000 0.996 1000 0995 0993 0996 0998 0998 1000 1.000 1000 100 1000 0998 0995 0998 0998 1D
32)8CF9_AF 1000 0.996 1000 0.998 0998 1000 0998 0994 1000 1000 0.996 1000 0.993 1000 0.996 1000 0.995 0998 0.996 0998 0998 1000 1000 1000 100 1000 0998 0998 0998 0998 1.000 ID

19



Tabela 11 — Matriz de similaridade genética da por¢ao COI dos morfotipos do complexo fraterculus do municipio de Santa Rosa —

Paraguai
Amaostras 1 2 3 i 5 & 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 0 1 2 3 24 5 16 7 18
1) 225R__M1 i

7)28SH_M1 1000 IO
3)3L25R__ M1 0998 0998 1D

4)32.25R_M1 1000 1000 0998 D

§)47.25R_M1 1000 1000 0998 1000 1D

B)30.1SR__MZ 1000 1000 0998 1000 1000 IO

7)265K_M2 1000 1000 0998 1000 1000 1000 1D

B)25SR_M2 1000 1000 0998 1000 1000 1000 1000 IO

g)36SR_M2 1000 1000 0998 1000 1000 1000 1.000 1000 1D

10)3215R_M2 1000 1000 0998 1000 1000 1000 1.000 1000 1.000 1D

11)815R_ M2 0998 0998 0996 0.998 0.998 0.998 0998 (.998 0.998 0998 1D

12)18.25R_M3 1000 1000 0998 1000 1000 1000 1.000 1000 L1000 1000 0.998 D

13)B.25R_M3 0996 0996 0994 0996 0.996 (.99 0996 (.99 0.996 0995 0.994 0996 IO

14)18.05R_M3 1000 1000 0995 1000 1000 1000 1.000 1000 LO0D 1000 0.998 1000 0996 D

15)85R_M3 0996 0996 0994 0996 0.996 0.996 0996 (.99 0.995 0995 0.994 0996 0.993 0996 1D

16)5SR_ M4 0998 0998 0996 0995 0998 0998 0998 (998 0.998 0998 0.996 0095 0994 0998 0994 1D

17)BSK_M4 0995 0998 0996 0995 0.998 0.998 0998 (.998 0.993 0993 0.996 0998 0994 0998 0994 0996 1D

18)17.25R_M6 1000 1000 0998 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 0.998 1000 0.99 1000 099 0998 0998 1D

19)18.45R_M6 0991 0991 0989 0991 0991 0.991 0991 0991 0.991 0991 0.939 0991 0991 0991 0988 0939 0989 0991 IO

20)3.15R_ME 0998 0998 0996 0995 0998 0098 0998 (1998 0998 0908 0.096 0998 0.9%4 0998 0994 0996 099 0998 O980 1D

71)3.25R_ME 0995 0998 0.996 0.99% 0.998 0.998 0.998 (998 0.998 0998 0.996 0995 0.994 0998 0.994 0.996 099 0998 0989 0996 1D

22)14.15R_M6 0998 0995 0996 0995 0998 0098 0998 (998 0098 0903 0.096 0095 0.9%4 0998 0994 0996 099 0998 0980 0996 099 1D

Z3)7SR_ME 0998 0998 0996 0995 0.998 0.998 0.998 (L998 0.998 0998 0.996 0995 0.994 0998 0994 0.996 099 0.998 0989 0.996 1000 0.996 1D

2)SRFI_AT 0998 0998 0996 0995 0998 0.998 0998 0998 0993 0998 0.996 0998 0994 0998 0994 0996 099 0998 0980 0996 0996 0.995 0996 D

25)SRFZ_AT 1000 1000 0998 1000 1000 1000 1.000 1000 1000 1000 0.998 1000 0.996 1000 099 0.998 0998 1.000 0991 0.998 0998 0.998 0998 0998 ID
26)SRF7_Af 00998 0998 0996 0995 0998 0098 0998 (998 0998 0008 0.096 0095 0.9%4 0998 0994 0996 099 0998 0980 0996 0996 0.995 0996 0996 0998 D
27)SREE_AT 1000 1000 0998 1000 1000 1000 1.000 1000 1000 1000 0.998 1000 0.996 1000 0.996 0.998 0998 1000 0991 0998 0998 0.998 0098 0998 10000998 1D
Z8)SRFI1L_Af 1000 1000 0998 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 1000 0.998 1000 0.99 1000 0996 0998 0998 1.000 0991 0998 0998 0.098 0998 0.998 1000 0998 1000 ID
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4.3.2 Regiao do ITS1

Foram obtidas 34 sequéncias para a regido do ITS1, com 558 pb (Concepcion) e
564 pb (Santa Rosa). Nao houve diferenca entre os morfotipos estudados quanto ao tamanho do
fragmento ITS1, nem quanto a composi¢cdo nucleotidica para ambas as populagdes estudadas.
Prezotto (2008) analizou oito populacdes de Anastrepha fraterculus do sudeste do Brasil e obteve
fragmentos de 900pb, ndo obtendo diferengas significativas quanto ao tamanho. Contudo, o
tamanho do espacgador foi pouco variavel nas amostras de Anastrepha sp. 1 aff. fraterculus, do
Brasil e de outras regides da América Latina. Nesse caso, ndo foi possivel a distingdo entre as
entidades bioldgicas baseadas somente no tamanho do fragmento amplificado. De acordo com
Basso et al. (2003), na Argentina existe apenas uma entidade de A. fraterculus, baseando-se no
tamanho do fragmento de ITS1 amplificado (apesar de encontrarem polimorfismo nos
Cromossomos sexuais).

Neste estudo, a composi¢do nucleotidica ndo apresentou variagdo e os valores
foram bastante préximos para ambas as populacdes. No municipio de Concepcion, os valores
obtidos foram T (38,4%), C (9,5%), A (42,7%) e G (9,5%), e no municipio de Santa Rosa, T
(38,3%), C (9,6%), A (42,4%) e G (9,8%). Os nucleotideos timina e adenina foram os mais
abundantes no fragmento do ITS1 analisado para os diferentes morfotipos do complexo
fraterculus em ambas as populagdes, correspondendo cerca de 81%, para cada municipio
estudado. A maior frequéncia de bases AT no ITS1 nas amostras do complexo fraterculus é
semelhante aquela encontrada por Prezotto (2008), assim como nas amostras de Ceratitis capitata
(78,76%) (DOUGLAS; HAYMER, 2001) e de espécies do género Drosophila (TAUTZ et al.,
1988, SCHLOTTERER et al., 1994). Segundo Tautz et al. (1988), essa alta concentracdo de
bases AT seria decorrente de drasticas alteragdes na composicdo das bases na estrutura
secundaria do RNAr e da coevolucdo de mutagdes compensatorias. Além disso, segundo
Schlotterer et al. (1994), a alta concentracao de bases AT estaria relacionada ao fato dos genes de
DNAr estarem localizados na heterocromatina, em geral, rica em AT. De modo similar, Goday et
al. (2006) mostraram que em oito espécies de Anastrepha, incluindo quatro do complexo
fraterculus, os genes ribossomicos também estdo localizados em blocos heterocromaticos ricos
em AT.

Os resultados das andlises de similaridade para a regido do ITS1 foram calculados

para os espécimes do complexo fraterculus (Tabelas 12 e 13). Na matriz de similaridade foi
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possivel determinar a proximidade genética dos espécimes e observar sequéncias idénticas
(100%) do ITSI entre os morfotipos de cada municipio (Concepcion e Santa Rosa), com excecao
de um individuo em Concepcion e dois em Santa Rosa, que apresentaram variagdo nucleotidica
de 0,2 e 0,4%. Em nivel intra-especifico, envolvendo comparag¢des entre individuos ou
populacdes dentro da espécie, a sequéncia do ITS1 tende a ser extremamente similar para
Ceratitis capitata (DOUGLAS; HAYMER, 2001). Prezotto (2008) estudou amostras
populacionais de espécies do complexo fraterculus do Brasil e de outras localidades do
Continente Americano e, de acordo com o autor, entre espécies de populagdes brasileiras a menor
similaridade (0,897) foi observada entre as amostras de Anastrepha sp. 2 aff. fraterculus
(IThabelaSP) e Anastrepha sp. 1 aff. fraterculus (Botucatu/SP); o maior indice ocorreu entre as
amostras de Anastrepha sp. 2 aff. fraterculus (Ilhabela/SP) e Anastrepha sp. 3 aff. fraterculus
(Ubatuba/SP) e entre Anastrepha sp. 2 aff. fraterculus e Anastrepha sp. 3 aff. fraterculus ambas
de Santa Isabel/SP. Tomando-se a similaridade média calculada entre as amostras de cada
espécie, observa-se uma similaridade de 0,902 entre Anastrepha sp. 1 aff. fraterculus e
Anastrepha sp. 2 aff. fraterculus, de 0,965 entre Anastrepha sp. 1 aff. fraterculus e Anastrepha
sp. 3 aff. fraterculus e de 0,981 entre Anastrepha sp. 2 aff. fraterculus e Anastrepha sp. 3 aff.
fraterculus. Com base nessas andlises das entidades brasileiras do complexo, pode-se admitir que
o nivel de diferencas observadas no ITS1 deva refletir a existéncia de diferentes espécies dentro
do complexo fraterculus. O autor sugere que podem existir até trés entidades no México e uma
entidade na Guatemala.

Ainda de acordo com Prezotto (2008), baseado nas seqiiéncias do ITS1 das
amostras estudadas até o momento, poderia existir mais de dez espécies no complexo Anastrepha
fraterculus, contudo no presente trabalho, com base nos marcadores moleculares COI e ITS1 ndo
ha diferencas entre os morfotipos estudados em ambas as populagdes do Paraguai, ao contrario do

que foi observado nas analises morfométricas.



Tabela 12 — Matriz de similaridade genética da por¢do ITS1 dos espécimes do complexo fraterculus, do municipio de Concepcion —

Paraguai

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1)102C__ M1 -

2)152C_ M1 1.000 -

3)1C_ M2 1000  1.000 -

4)42¢_w2 1000 1000  1.000 -

5)132C_M2 1000 1000 1000  1.000 -

6)253C_M2 1000 1000 1000 1000  1.000 -

7)34C_MB 1000 1000 1000 1000 1000  1.000 -

8)143C_MB 1000 1000 1000 1000 1000 1000  1.000 -

9)32C_MB 0998 0998 0998 0998 0998 0998 0998 0998 -

10)310C_M4 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 0998 -

11)112C_ M4 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 0998  1.000 -

12)6C_M5 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 0998 1000  1.000 -

13)8CF2_Af 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 0998 1000 1000  1.000 -
14)8CF8__ Af 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 0998 1000 1000 1000  1.000 -

LL



Tabela 13 — Matriz de similaridade genética da por¢do ITS1 dos espécimes do complexo fraterculus, do municipio de Santa Rosa —

Paraguai
Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1)22R_ML -
2)28R ML 1000 -
3)312R_ML 1000 1000 -
4)472R_ML 1000 1000 1000 -
5)25_ M2 1000 1000 1000 1000 -
6)30.1R_M2 1000 1000 1000 1000 1000 -
7)36R_M2 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -
8)81R_MB 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -
9)82R MB 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -
10)9R_MB 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -
11)18.1R_ME 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -
12)5%_M4 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 1000 1000 1000 -
13)6R_M4 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -
14)31R_Ms 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -
15)3.2R_M6 0996 099 0996 099 099 099 0996 099 099 099 099 099 099% 099% -
16)7R_M6 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 09% -
17)17.2R_ME 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 099 1000 -
18)18.4R_ME 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 0996 1000 1000 -
19)14.1R_ME 0996 099 0996 099 099 099 0996 099 099 099% 099 099 099 0996 1000 099 099% 099% -
20)RF2Af 1000 1000 1.000 1000 1.000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 0996 1000 1000 1000 0996 -

¢l
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5 CONCLUSOES

» Ha variacdes entre e dentro dos morfotipos, com base na analise morfométrica da asa e do

aculeo do complexo fraterculus de Concepcion e Santa Rosa, Paraguai.

» Os morfotipos das populagdes de Concepcion e Santa Rosa ndo apresentam diferencas

relevantes para os marcadores moleculares utilizados (COI e ITS1).

» Os espécimes com variagdes no apice do aculeo nao diferem, com base nos marcadores
moleculares COI e ITS1, dos espécimes com aculeo tipico do complexo fraterculus das

populagdes de Concepcion e Santa, Paraguai.
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Alinhamento CustalW2 das sequéncias da regido da COI de espécimes do complexo fraterculus do municipio de Concepcion,
Paraguai.
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3.9C_M1 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
4.5C__M1 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
15.2C__M1 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
8.1C_M1 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
10.2C__M1 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
21C_M1 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
25.3C_M2 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
1C_M2 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
3.15C__M2 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
5C_M2 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
4.2C__M2 TGATTAGTTCCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
13.2C_M2 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
14.4C__M2 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
3.2C_M3 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
3.5C_M3 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
14.3C__M3 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
3.4C__M3 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCTTTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
3.10C__M4 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
9.1C__M4 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGACTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
9.2C__M4 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
11.2C_M4 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
12.1C_M4 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
19C__MS5 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
6C__MS5 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
12.2C_MS5S TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
25.1C_MS5 TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
15.9C__MS5S TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
8CF1__Af TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
8CF2__ Af TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
S8CF7__Af TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
8CF8__Af TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
8CF9__Af TGATTAGTTCC - TTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTA
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3.9C_M1 GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA

4.5C__M1 GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
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152C_M1
8.1C__ Ml
102C_ M1
21C_ M1
253C__M2
1C_ M2
3.15C_ M2
5C_ M2
42C_ M2
132C_ M2
14.4C_M2
3.2C_M3
3.5C_M3
143C_M3
3.4C_M3
3.10C__M4
9.1C__M4
9.2C__ M4
11.2C_ M4
12.1C_M4
19C_ M5
6C__M5
122C_M5
25.1C_MS5
159C__M5
SCF1__Af
8CF2__Af
8CF7__Af
SCF8__Af
8CF9__Af

3.9C_ M1
45C_M1
152C_ M1
8.1C_ Ml
10.2C_ M1
21C_ M1
253C__M2
1C_ M2
3.15C__ M2
5C_M2
42C_M2
132C_ M2
14.4C__M2
3.2C_M3

GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGGGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCTA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGGGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTGGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA
GTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCCA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTITTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
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3.5C_M3
143C_ M3
3.4C_M3
3.10C__ M4
9.1C_M4
9.2C__ M4
112C_ M4
12.1C_M4
19C_ M5
6C__M5
122C_ M5
25.1C_MS5
15.9C__ M5
SCF1__Af
8CF2__Af
8CF7__Af
SCFS__Af
8CF9__Af

3.9C_ Ml
45C_M1
152C_ M1
8.1C_ Ml
102C_ M1
21C_ M1
253C__M2
1C_ M2
3.15C__M2
5C_ M2
42C_ M2
132C_ M2
14.4C_M2
3.2C_M3
3.5C_M3
143C_ M3
3.4C_M3
3.10C__M4
9.1C__M4
9.2C__ M4
11.2C_ M4
12.1C__M4
19C_ M5
6C__M5
122C__ M5
25.1C_M5
15.9C__ M5

TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTITTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGGATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG
TTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCG

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACCGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
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SCF1__Af
8CF2__Af
8CF7__Af
8CF8__ Af
8CF9__Af

3.9C_ Ml
4.5C_M1
152C_ M1
8.1C_ Ml
10.2C_ M1
21C_ M1
253C__M2
1C_ M2
3.15C_ M2
5C_ M2
42C_M2
132C_ M2
14.4C__M2
3.2C_M3
3.5C_M3
143C_M3
3.4C_M3
3.10C_ M4
9.1C__M4
9.2C__ M4
11.2C_ M4
12.1C__M4
19C_ M5
6C__M5
122C_ M5
25.1C_MS5
159C_ M5
8CF1__Af
8CF2_Af
8CF7__Af
SCF8__ Af
8CF9__Af

AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA
AATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTITGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGACCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTCTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTITGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGACCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTITGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGTGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
AACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCTAA
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3.9C_ M1
45C_Ml1
152C_ M1
8.1C_ Ml
102C_ M1
21C_ Ml
253C__ M2
1C_M2
3.15C_ M2
5C_M2
42C_M2
132C_ M2
14.4C_M2
3.2C_M3
3.5C_M3
143C_ M3
3.4C_M3
3.10C_ M4
9.1C__ M4
9.2C__M4
11.2C__ M4
12.1C__M4
19C_ M5
6C__M5
122C_M5
25.1C_M5
159C_ M5
8CF1__Af
8CF2__Af
SCF7__Af
8CF8__Af
8CF9__Af

510 520 530 540 550 560 570 580 590

TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTT -AGGAATAATT - ATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGGATAATTTCTCATATTATTAGCCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGCCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGCCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGCCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
TTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAATAA
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8.1SR__M3
18.2SR__M3

8.2SR__M3
18.1SR__M3

9SR__ M3
5SR__M4
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22SR__ M1
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31.2SR__ M1

32.2SR__M1

47.2SR__M1

30.1SR__M2

26SR__M2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTGATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
AATGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC
ATTGATTAGTTCCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAGCATT - CCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTAC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
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TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTTTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC
TAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGC

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
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SRF1__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
SRF2__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
SRF7__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
SRF8__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
SRF11__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 L ] L ] L ] o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000
22SR__M1 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
28SR__ M1 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
31.2SR__ M1 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
32.2SR__M1 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
47.2SR__M1 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
30.1SR__M2 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
26SR__M2 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
25SR__M2 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
36SR__M2 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
32.1SR__M2 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
8.1SR__ M3 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
18.2SR__ M3 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
8.2SR__M3 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
18.1SR__ M3 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
9SR__M3 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
5SR__M4 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
6SR__M4 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
17.2SR__Mé6 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
18.4SR__M6 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
3.1SR__M6 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
3.2SR__ M6 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
14.1SR__M6 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
7SR__M6 CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
SRF1__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
SRF2__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
SRF7__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
SRF8__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
SRF11__Af CGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACC
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
L ] L ] L ] L ] o000 L ] L ] L ] o000 o000 L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ]
22SR__M1 GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
28SR__ M1 GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
31.2SR__M1 GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT

32.2SR__ M1 GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
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47.2SR__M1
30.1SR__M2

26SR__M2
25SR__M2

36SR__M2
32.1SR__ M2

8.1SR__M3
18.2SR__M3

82SR__M3
18.1SR__ M3

9SR__ M3
5SR__M4
6SR__M4
17.2SR__M6

18.4SR__M6
3.1SR__M6
3.2SR__M6
14.1SR__M6

7SR__M6
SRF1__Af
SRF2__Af
SRF7__Af
SRF8__Af
SRF11__Af

22SR__ M1

28SR__ M1

31.2SR__ M1

32.2SR_M1

47.2SR__M1
30.1SR__M2

26SR__M2

25SR__M2
36SR__M2

32.1SR__M2
8.1SR__M3
18.2SR_ M3
8.2SR__M3
18.1SR__ M3

9SR__ M3

GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGACCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGACCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGACCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTGTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT
GAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATTCT

510 520 530 540 550 560 570 580 590

AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTT -AGGAATAATT - ATGCAAT
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5SR__M4
6SR__M4
17.2SR__M6

18.4SR__M6
3.1SR__ M6
3.2SR__ M6
14.1SR__M6
7SR__M6
SRF1__Af
SRF2__Af
SRF7__Af
SRFS__Af

SRF11__Af

AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAGTCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCCCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCGAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
AATTTTACCTGGATTTGGAATAATTTCTCATATTATTAGTCAAGAATCAGGTAAAAAGGAAACATTTGGTTCTTTAGGAATAATTTATGCAAT
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Alinhamento CustalW2 das sequéncias da regido ITS1 de espécimes do complexo fraterculus do municipio de Concepcion, Paraguai.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ]
10.2C__M1 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
15.2C__M1 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
1C_M2 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
4.2C_M2 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
13.2C_M2 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
25.3C__M2 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
3.4C__M3 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
14.3C_M3 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
3.2C_M3 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
3.10C__M4 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
11.2C_M4 AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
6C__MS5S AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
8CF2__Af AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
8CF8__Af AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATA
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
o000 o000 o000 o000 o000 o000 L ] L ] L ] L ] L ] L ] o000 o000 o000 o000 L ] L ] L ] L ]
10.2C__M1 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
15.2C__M1 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
1C_M2 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
4.2C_M2 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
13.2C_M2 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
25.3C_M2 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
3.4C__M3 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
14.3C_M3 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
3.2C_M3 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
3.10C__M4 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
11.2C_M4 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
6C__MS5 TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
8CF2__ Af TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
8CF8__Af TTAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCA
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10.2C_M1 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
15.2C__M1 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
1C_M2 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
4.2C_M2 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
13.2C__M2 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
25.3C_M2 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
3.4C__M3 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
14.3C__M3 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
3.2C_M3 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
3.10C__M4 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
11.2C__M4 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
6C__MS5 CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
8CF2__Af CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT
8CF8__Af CATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00 o0 00
10.2C__M1 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
15.2C__M1 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
1C_M2 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
4.2C_M2 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
13.2C__M2 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
25.3C_M2 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
3.4C_Ms3 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
14.3C__M3 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
3.2C_M3 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
3.10C__M4 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
11.2C_M4 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
6C__MS5 GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
8CF2__Af GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA

S8CF8__Af GAATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAA
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410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

10.2C__M1 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
15.2C__M1 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
1C_M2 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
4.2C_M2 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
13.2C_M2 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
25.3C_M2 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
34C_M3 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
14.3C_M3 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
3.2C_Ms3 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
3.10C__M4 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
11.2C_M4 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
6C__ M5 AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
8CF2__Af AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
8CF8__Af AGAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAA
510 520 530 540 550 560

o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o0
10.2C__M1 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAT-C
15.2C__M1 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAATC
1C_M2 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
4.2C_M2 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
13.2C_M2 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
25.3C_M2 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
34C_M3 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
14.3C_M3 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
3.2C_Ms3 TAAAAAAATCCTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAA-C
3.10C__M4 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
11.2C_M4 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
6C__ M5 TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
8CF2__Af TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
8CF8__Af TAAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
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Alinhamento CustalW2 das sequéncias da regido ITS1 de espécimes do complexo fraterculus do municipio de Santa Rosa, Paraguai.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 L ] L ] L ] L ] L ] o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000
22SR__M1 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
28SR__ M1 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
31.2SR_M1 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
47.2SR__M1 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
25SR__M2 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
30.1SR__M2 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
36SR__M2 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
8.1SR__ M3 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
8.2SR__M3 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
9SR__M3 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
18.1SR__M3 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
5SR__M4 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
6SR__M4 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
3.1SR__M6 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
3.2SR__M6 ATAAAAAAAAAGAAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
7SR__M6 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
17.2SR__Me6 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
18.4SR__M6 AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
14.1SR__Me6 AAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
SRF2__Af AAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAGAAAAATATATAATTATTTTGAATTCATATTCTTTTTATTCTTTTTCATTCAATTTGTTATCCATCAATTATATCATAT
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000 L ] L ] L ] L ] o000 o000 o000 o000 o000 o000 o000
22SR__M1 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
28SR__ M1 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
31.2SR__M1 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
47.2SR__M1 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
25SR__ M2 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
30.1SR__M2 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
36SR__M2 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
8.1SR_ M3 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
8.2SR__M3 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
9SR__M3 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
18.1SR__ M3 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
5SR__M4 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
6SR__M4 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC

3.1SR__ M6 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
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3.2SR__M6 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC

7SR__M6 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
17.2SR__Mé6 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
18.4SR__M6 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
14.1SR__M6 TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
SRF2__Af TAAATATAATATGATGGTACATTTTGTAATGTTTTTTCTTATTTTTTCTTTTAAAAACCTTTAAACATGAAAATAAAAAGTTGTACTTATTATTCATCAC
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
o000 o000 o000 o000 o000 L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] o000 o000 L ] L ] L ] L ] L ]
22SR__M1 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
28SR__ M1 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
31.2SR__M1 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
47.2SR__M1 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
25SR__ M2 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
30.1SR__M2 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
36SR__M2 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
8.1SR__ M3 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
8.2SR__ M3 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
9SR__M3 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
9SR__M3 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
18.1SR__M3 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
SSR__M4 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
6SR__M4 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
3.1SR__M6 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
3.2SR__Mé6 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
7SR__M6 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
17.2SR__Me6 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
18.4SR__Me6 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
14.1SR__M6 ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
SRF2__Af ATATATTTGATTGAATGATAAGTTAATTTGTTCACAATAACAAAAGCGGTATATATTTATTATTATTATACATAAAATGATTAGAAAATACAAAATAGTG
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ]
22SR__ M1 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
28SR__M1 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
31.2SR__M1 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
47.2SR__ M1 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
25SR__M2 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
30.1SR__M2 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA

36SR__M2 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
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8.1SR__M3 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
8.2SR__ M3 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
9SR__M3 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
18.1SR__M3 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
SSR__M4 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
6SR__M4 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
3.1SR__M6 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
3.2SR__M6 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
7SR__M6 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
17.2SR__M6é6 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
18.4SR__Me6 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
14.1SR__M6 AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
SRF2__Af AATCATAATAAATACCACCACTGTATTATTGTTGAACTAAGACATTCGCAACTTAATAAAAATGTTTAGAGTTAAATATATTTGATATATATTATTGAAA
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ] L ]
22SR__M1 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
28SR__ M1 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
31.2SR__ M1 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
47.2SR__ M1 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
25SR__M2G GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
30.1SR__M2 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
36SR__M2 G GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
8.1SR__M3 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
8.2SR__ M3 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
9SR__M3 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
18.1SR__ M3 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
SSR__M4 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
6SR__M4 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
3.1SR__M6 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
3.2SR__M6 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
7SR__M6 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
17.2SR__M6 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
18.4SR__M6 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
14.1SR__M6 GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT

SRF2__Af GAAAATCAATTTATATATTATTATTATTATTATTTAATTTTACTCTTTCAATTAATATATGCAAAAAAAAATTGACATTTGTTATAAATAAAAAATAAAT
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22SR__M1

28SR__ M1

31.2SR__ M1

47.2SR__M1
25SR__M2
30.1SR__M2

36SR_M2G
8.1SR__ M3
8.2SR__ M3
9SR__M3

18.1SR__M3

5SR__M4
6SR__M4
3.1SR__M6
3.2SR__M6
7SR__M6
17.2SR__M6

18.4SR__M6

14.1SR__M6

SRF2__Af

510 520 530 540 550 560

AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
AAAAAAATACTCTAAGCGGTGGATCACTTGGCTCATGGGTCGATGAAGAACGCAGCAAAC
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