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RESuUMO

Caenonomada (Apidae: Tapitaspidini) € um género de abelhas Neotropicais
distribuido pela diagonal de biomas aridos da América do Sul. Trés espécies sédo
atualmente reconhecidas: C. bruneri endémica do Chaco e Pampa; C. labrata
endémica do Cerrado; e C. unicalcarata endémica da Caatinga, mas com
populacdes disjuntas fora dos limites deste dominio, provavelmente constituindo
uma espécie distinta, a qual esta sendo tratada como C. aff. unicalcarata até receber
validacéo taxondémica formal. Este padrdo de endemismo oferece uma oportunidade
para investigar a evolucdo e as relacdes biogeogréficas das areas secas da América
do Sul. Assim, os objetivos deste estudo foram (1) resolver as relacdes filogenéticas
entre as espécies de Caenonomada com base em caracteres moleculares; (2)
estimar o tempo de divergéncia entre as linhagens de Caenonomada; e (3) avaliar
as relacbes entre a histdria biogeografica do género com a histdria da diagonal de
areas abertas da América do Sul. Foram utilizados dois locos nucleares (wingless e
EF-1U) e dois locos mitocondriais (COl e 16S rRNA) para investigar as relacdes
filogenéticas das espécies de Caenonomada (incluindo C. aff. unicalcarata). Quatro
géneros de Tapinotaspidini (Chalepogenus, Lanthanomelissa, Monoeca e
Tapinotaspoides) foram selecionados como grupo externo. Estes dados foram
analisados pelos métodos de parcimbnia, maxima verossimilhanca e inferéncia
Bayesiana. A datacdo molecular foi realizada com base no loco COIl. Todos o0s
resultados sugeriram a monofilia de Caenonomada e as seguintes relacdes entre
suas espécies: ((C. labrata, C. bruneri), (C. unicalcarata, C. aff. unicalcarata)). Os
dados também suportaram fortemente a distincdo de C. aff. unicalcarata. A
sobreposicdo do cladograma das espécies com suas respectivas areas de
ocorréncia sugeriu que a Caatinga e o Cerrado apresentam uma relacdo proxima
com o Chaco, indicando que este Ultimo seja uma é&rea biogeogréfica hibrida. A
datacdo molecular indicou que a primeira separacdo no clado Caenonomada
ocorreu ha cerca de 11 Ma, durante o Mioceno Superior. As outras cladogéneses,
gue deram origem a C. bruneri + C. labrata e a C. unicalcarata + C. aff. unicalcarata
ocorreram, respectivamente, ha cerca de 5 e 4 Ma, durante a transicdo entre o
Mioceno e o Plioceno. Mudancas geoldgicas durante o Mioceno, como 0 surgimento
dos mares epicontinentais na América do Sul, sdo discutidas como 0s possiveis
fatores causais de vicariancia entre as espécies de Caenonomada.

Palavras-chave: Caatinga, Cerrado, Chaco, diagonal de areas abertas da América
do Sul, datagédo molecular.



ABSTRACT

Caenonomada (Apidae: Tapinotaspidini) is a Neotropical bee genus distributed on
the diagonal of arid biomes of South America. Three species are currently
recognized: C. bruneri, endemic to the Chaco and the Pampa; C. labrata, endemic to
the Cerrado; and C. unicalcarata endemic to the Caatinga. However, C. unicalcarata
has disjunct populations outside the boundaries of the Caatinga, which are likely to
represent a distinct species, and thus have been treated as Caenonomada aff.
unicalcarata while awaiting for a formal taxonomic validation. This pattern of
endemism offers an opportunity to explore the evolution and the biogeographic
relationships among the South American dry areas. Therefore, this study focused on
(1) depicting the phylogenetic relationships among the species of Caenonomada
based on molecular characters; (2) estimating the times that the lineages of
Caenonomada have diverged from one another; and (3) assessing the relationship
between the biogeographic history of the genus and the history of the South
American arid diagonal. Two nuclear (wingless and EF-1 U) and two
(COI and 16S rRNA) gene loci were sampled to investigate the phylogenetic
relationships among the species of Caenonomada (including C. aff. unicalcarata).
Four other Tapinotaspidini genera (Chalepogenus, Lanthanomelissa, Monoeca and
Tapinotaspoides) were selected as outgroups. This data set was analyzed by means
of parsimony, maximum likelihood and Bayesian inference. Molecular dating was
conducted based on the COIl data. All results supported the monophyly of
Caenonomada, and following relation among its species: ((C. labrata, C. bruneri), (C.
unicalcarata, C. aff. unicalcarata)). Likewise, the distinctiveness of C. aff. unicalcarata
was widely supported. Superimposing the species cladogram on their respective
geographic areas of occurrence suggested that both the Caatinga and the Cerrado
exhibit a close relationship with the Chaco, indicating the latter as a hybrid
biogeographic area. Molecular dating suggested that the first split in the
Caenonomada clade occurred 11 Mya, during the late Miocene. The other two splits
giving origin to C.bruneri + C. labrata and to C.unicalcarata + C. aff. unicalcarata
would have occurred at about four to five Mya, respectively, during the transition
between Miocene and Pliocene. Geological changes during the Miocene, such as the
rising of epicontinental seas in South America, are discussed as potential causal
factors in the vicariance of the Caenonomada species.

Keywords: Caatinga, Cerrado, Chaco, diagonal of arid biomes of South America,
molecular dating.
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1. INTRODUGAO

A tribo Tapinotaspidini representa um grupo de abelhas estritamente
Neotropical, cuja distribuicdo geografica compreende um territorio situado entre o
Chile e 0 México, e a face leste dos Andes e 0 Oceano Atlantico (AGUIAR, 2007).
Esta tribo é atualmente representada por 12 géneros e 93 espécies descritas
(AGUIAR, 2007). Porém, as propostas de relacionamentos filogenéticos tanto dentro
como entre os géneros ainda sdo instaveis e potencialmente relacionadas a uma
diversidade de espécies ainda por ser descrita (AGUIAR & MELO, 2006).

Tem sido sugerido que as abelhas do género Caenonomada ocupam uma
posicdo basal em Tapinotaspidini (ROIG-ALSINA, 1997; AGUIAR & MELO, 2006). Sua
distribuicdo geografica est4 associada a diagonal de &reas abertas secas, que se
estende do norte da Argentina até o semi-arido do nordeste brasileiro (ZANELLA,
2002). Zanella (2002), baseado em caracteres morfologicos, reconheceu trés
espécies de Caenonomada: C. bruneri Ashmead, 1899, endémica do Chaco e
Pampa; C. labrata Zanella, 2002, endémica do Cerrado; C. unicalcarata (Ducke,
1908), endémica da Caatinga, porém com popula¢Bes disjuntas nos Chacos da
Argentina e do Brasil. Essas trés espécies formam um grupo monofilético, em que C.
unicalcarata apresenta-se como espécie irma das outras duas. Porém, aquele autor
sugere que as populacdes disjuntas de C. unicalcarata, fora dos limites da Caatinga,
possam representar uma espécie nova ndo reconhecivel morfologicamente. Com
base em novos registros de locais intermediarios, na Bolivia e Mato Grosso do Sul,
Aguiar e Melo (2008) indicam o reconhecimento desta quarta espécie, sugerindo que
a populacédo da Caatinga seria considerada como C. unicalcarata, ao passo que a
populacao distribuida no dominio do Chaco passaria a ser considerada uma espécie
a parte e proximamente relacionada a C. unicalcarata (tratada abaixo, por isso,
como Caenonomada aff. unicalcarata).

O padréao biogeografico proposto para o género por Aguiar e Melo (2008) indica
gue tanto C. unicalcarata (endémica da Caatinga) como C. labrata (endémica do
Cerrado) tem como espécies irmas aquelas que ocorrem no Chaco (C. aff.
unicalcarata e C. bruneri, respectivamente), sugerindo que o Chaco seja um

componente h2brido, cont endo utenrel&ioreadoca

isec

Caatinga e um Chaco A Yami d oo diret aJdeont e r
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cladograma de taxons e &reas proposto por Zanella (2002) indica que a Caatinga
seria area irma do clado formado pela associagéo estrita entre 0 Chaco e Cerrado.
Segundo este autor, um antigo evento de vicariancia teria separado o ancestral de
Caenonomada em uma populacdo na Caatinga e outra correspondendo ao ancestral
de C. bruneri + C. labrata, mais ao sul. Posteriormente, outro evento separou a
populacdo ancestral destas duas espécies. Porém, nao foi indicado naquele trabalho
nenhum possivel evento geoldgico associado aos eventos de vicariancia. A
presenca de uma populagdo de C. unicalcarata mais ao sul, em simpatria parcial
com as outras duas espécies, foi interpretada por Zanella (2002) como resultado da
expansdo das formacbBes abertas xerofilas ocorridas nos periodos glaciais do
Quaternario.

Caenonomada apresenta uma distribuicao geografica interessante, cuja histéria
pode ser mais bem compreendida com um estudo de datacdo das linhagens do
género, aliada & utilizacéo de ferramentas analiticas da biogeografia historica. A falta
de registro féssil para Caenonomada (e para Tapinotaspidini em geral) dificulta a
realizacdo de inferéncias mais diretas sobre as idades dos eventos de cladogénese
responsaveis pela diversidade atual do género. Mesmo sem os dados referentes ao
registro fossil das linhagens, o relégio molecular, desde a sua descoberta por
Zuckerkand| e Pauling (1965), vem sendo utilizado com sucesso para a inferéncia de
tempos de divergéncia dos clados de filogenias de varios grupos de organismos
(BROMHAM & PENNY, 2003). A possibilidade de determinacdo de idades de eventos
de especiacdo permite entender a histéria evolutiva do grupo estudado e propor
interpretagbes que considerem o contexto geoldégico e ambiental nos quais
ocorreram esses eventos.

Dessa forma, este trabalho deve contribuir, ndo somente para o entendimento
das relacbes filogenéticas de Caenonomada, mas também para entender o
relacionamento das areas abertas da América do Sul associadas as espécies do
género. Visto que os trabalhos relacionados a biogeografia das areas abertas da
América do Sul ainda s&o incipientes, espera-se que o0 padrdo observado para
Caenonomada possa ser observado futuramente em outros grupos e possibilite uma
melhor interpretacdo da historia biogeografica das areas de endemismo associadas

a esses dominios fitogeograficos.



2. OBJETIVOS

Nesse contexto, os objetivos do presente trabalho foram: 1) reavaliar as
relacdes filogenéticas de Caenonomada e o status de C. aff. unicalcarata com base
em uma filogenia molecular; 2) inferir o tempo de divergéncia entre as espécies de
Caenonomada; 3) avaliar a histéria biogeografica do grupo e sua relacdo com a

histéria da diagonal de areas abertas secas da América do Sul.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAGEM

Para o estudo filogenético de Caenonomada, foram incluidos, como terminais
das analises, representantes das trés espécies descritas e representantes da
possivel espécie nova C. aff. unicalcarata, além de espécies de quatro outros
géneros de Tapinotaspidini como grupos externos (Chalepogenus muelleri,
Lanthanomelissa  betinae, Monoeca haemorrhoidalis e  Tapinotaspoides
serraticornis). Estes representam linhagens proximamente relacionadas a
Caenonomada de acordo com os resultados obtidos por Aguiar & Melo (2006).
Informacbes relativas aos espécimes terminais incluidos nas analises sé&o
apresentadas na Tabela 1. Os espécimes testemunhos (vouchers) foram
depositados na Colecdo Padre Jesus Santiago Moure (DZUP), do Departamento de
Zoologia da Universidade Federal do Parana.

Os espécimes usados para o sequenciamento foram armazenados em freezer
a -20 °C imersos em etanol absoluto. Alguns espécimes conservados em via seca
também tiveram seu DNA total extraido para sequenciamento dos genes de
interesse. Para tanto, antes da extracdo do DNA total os espécimes foram, também,

imersos em etanol absoluto.



TABELA 1: Lista das espécies incluidas neste estudo e seus respectivos dados de coleta.

Espécie [numero voucher]

dados de coleta

Caenonomada bruneri [GWO06]*
Caenonomada bruneri [GW11]
Caenonomada labrata [GW01]
Caenonomada labrata [GWO05]*
Caenonomada unicalcarata [GW04]
Caenonomada unicalcarata [GW12]
Caenonomada unicalcarata [GW02]
Caenonomada unicalcarata [GW14]
Caenonomada aff. unicalcarata [GW03]
Caenonomada aff. unicalcarata [GW13]*
Chalepogenus muelleri [GW10]
Lanthanomelissa betinae [GW 07]

Monoeca haemorrhoidalis [GW09]

Tapinotaspoides serraticornis [GWO08]

Brasil, Mat o Grosso do Sul , P
23.ii.2009, Grossi & Parizotto

Paraguay, Al to Paraguay: L &9.xiN20006, t
B. Garcete

Brasi |l , Par an§, Ponta Grossa, P
49A5806W, 28.xii.2007, G. Melo

Brasil, Goids, 24km de Teresina de Goias,
05.iv.2003, Melo, Aguiar, Marchi & Gongalves
Brasil Mi nas Ger ai s,
Melo

Brasil, Ceara, Crateus, Serradas Almas-A- ud e,
8.iv.2009, Brandao, Feitosa & Quinet

Brasil, Goias, Flores de Goias, 14°27'S 47°60'W, 26.i.2010, A.J.C.

13°34'S 47°11'W,
Serran-po

GDAG2®

Aguiar

Brasil, Goi §8s, Teresina de3.ivaalo,
A.J.C Aguiar & A. Martins

Brasil, Mat o Grosso do Sul , Port
A.J.C. Aguiar

Brasil, Mat o Grosso do Sul , P«
24.ii.2004, G. Melo & A.J.C. Aguiar

Brasil, Ri o Grande do Sul, Pal m
Melo

Brasil, Parana, 23km E de Palmeira, 25°28'S 49°46'W, 2.xi.2009, K.
Ramos & V. Kanamura

Brasil, Parand, Piraquara, Mananciais da Serra, 11.xii.2003, G. Melo

Brasi], Parana, Ponta Grossa, Parque Est adual Vil a
49A580W, 28. xii.2007, G. Me |l o

* espécimes conservados em via seca

3.2. ESCOLHA DOS GENES

Arvores filogenéticas de genes podem n&o ser necessariamente congruentes

com as arvores filogenéticas das suas espécies, sendo que diferentes genes podem

gerar diferentes arvores de espécies (AviSe, 1989; MOORE, 1995). Isto pode

acontecer sob influéncia da heterogeneidade nos modos de evolucdo molecular ao

longo de um genoma, bem como entre genomas nucleares e mitocondriais. Por

exemplo, estima-se que genes mitocondriais apresentem taxas de substituicdo duas

a nove vezes mais altas que os genes nucleares codificadores de proteinas

(DESALLE et al., 1987; MORIYAMA & POWELL, 1997; MONTEIRO & PIERCE, 2001). Desta

forma, os genes mitocondriais apresentam resolucdo mais adequada para detectar

eventos de separacao relativamente recentes, como especiagdes incipientes,

enquanto os genes nucleares detectam melhor eventos mais antigos como as

relacbes entre taxons supra-especificos. Portanto, este trabalho utilizou-se da
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combinacgao de diferentes locos nucleares e mitocondriais (ver abaixo) com o intuito
de prover hipdteses mais robustas das relagbes entre as espécies de
Caenonomada.

Dois genes mitocondriais tém sido frequentemente utilizados com éxito para
resolver hipoteses filogenéticas das relacbes entre espécies de abelhas: 16S rRNA
(16S) e citocromo oxidase sub-unidade | (COl) (p.ex.,CAMERON, 1993; DANFORTH,
1999; KOULIANOS & ScHMID-HEMPEL, 2000; LEYS et al., 2000; CAMERON & MARDULYN,
2001; CAMERON & WILLIAMS, 2003; CosSTA et al., 2003; ScHWARZz et al., 2003; HINES et
al., 2006; RASMUSSEN & CAMERON, 2007; RASMUSSEN & CAMARGO, 2008;
KUHLMANN et al., 2009; RAMIREZ et al., 2010).

Entre os genes nucleares, os locos wingless e fator de elongacéo-1 alfa, copia
F2 (EF-1 Uyém sendo utilizados para investigar as rela¢ées entre diversos grupos
de abelhas (p. ex., DANFORTH & JI, 1998; SIPES & WOLF, 2001; DANFORTH et al. 2003;
KAWAKITA et al., 2004; MICHEL-SALZAT et al., 2004; DANFORTH et al., 2006; MAGNACCA
& DANFORTH, 2006; CAMERON et al., 2007; ALMEIDA et al.,, 2008; KAWAKITA et al.
2008; PrRAz et al.,, 2008; ScCHAEFER & RENNER, 2008; ALMEIDA & DANFORTH,
2009; MicHEz et al., 2009; CARDINAL et al., 2010). Informacfes sobre a utilidade
filogenética desses dois genes podem ser encontradas em Danforth et al. (2004).

Com base nestas informagbes, foram amostradas regides de dois genes
mitocondriais, (16S e COIl) e dois genes nucleares (wingless e EF-1 U) para es
estudo. Os primers (oligonucleotideos iniciadores da reacao) e as condi¢cdes de PCR
utilizadas para amplificar estes genes estdo especificados na Tabela 2. Além dos
primers descritos na literatura, foram desenhados cinco primers para 0 gene
wingless (Bee-wg For 3, 4 e 5; Bee-wg Rev 2 e 3) cujas localizacdes no gene podem
ser observadas na Figura 1. Esses primers foram desenhados para permitir a
amplificagdo do intron do gene de espécimes para 0S quais 0S primers
anteriormente descritos ndo permitiram amplificacdo bem sucedida do loco mais

amplo.



TABELA 2: Sequéncias dos primers utilizados para amplificar os genes COI, 16S rRNA, wingless e Ef-1 U .

Gene Primer Sequéncia Referéncia
16S rRNA*  16SWb 5'- CAC CTG TTT ATC AAA AAC AT -3' Dowton & Austin (1994)
874-16S1R 5'- TAT AGATAG AAA CCA AYC TG -3 Cameron et al. (1992)
col’ LCO 5'- GGT CAA CAA ATC ATAAAGATATTGG -3 Folmers et al. (1994)
HCO 5'- TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAAAATCA -3 Folmers et al. (1994)
wingless® Bee-wg For2 5'- GGC AGC ATY CAG TCS TGY TCC TGC GA-3'  Almeida & Danforth (2009)
Bee-wg For3 5'- GAY TGG GAA TGG GGT GGY TGY TCG GA -3'  este trabalho
Bee-wg For4 5'- TCG GAC AAC ATY GGT TAC GGB TAC GG -3' este trabalho
Bee-wg For5 5-TGY TCG GAC AAC ATY GGT TAC GG -3' este trabalho
Bee-wg Rev2 5'-CC GTC GAAWCG RTC CTT YARRTT GTC - 3'  este trabalho
Bee-wg Rev3 5'- GCV CCG TCG AAW CGR TCC TTY A -3 este trabalho
Bee-wg2a Rev2 5'- ACT ICG CAR CAC CAR TGG AAT GTR - 3' Brower & De Salle (1998)
EF-10 HaF2Forl 5'- GGG YAA AGG WTC CTT CAARTATGC - 3' Danforth et al. (1999)
F2-revl 5'-AATC AGC AGC ACCTTT AGG TGG - 3 Danforth et al. (1999)

# Condigdes da PCR: 16SWhb/874-16S1R: 94°C por 1min, 50°C 1min, 72°C por 1%min (35 ciclos).
bCondigﬁes da PCR: LCO/HCO: 94°C por 1min, 48°C 1min, 72°C por 45 seg (35 ciclos).

¢ Condi¢des da PCR: Bee-wg-For2/Bee-wg-Rev2: 94°C por 1min, 60-61°C 1min, 72°C por 45 seg (35 ciclos).
d Condig6es da PCR: HaF2Forl/F2-revl: 94°C por 1min, 55-56°C 1min, 72°C por 1%min (35 ciclos).

intron

(~100 bp)
Bee-wg Bee-wg l
For2 For3,4,5
— -
TN o |
— —
Bee-wg Rev 2,3 Lep-wg2a Rev
I I | | | | | I | | |
1 200 400 600 800 1000

FIGURA 1. Mapa do gene wingless. Localizagdo dos primers, éxons e introns estao
indicadas. Modificado de Almeida & Danforth (2009).

3.3. TECNICAS MOLECULARES: EXTRACAO, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO DNA

O DNA genbmico total foi extraido a partir da musculatura toracica dos
exemplares fixados em etanol absoluto utilizando-se o kit EZ-DNA® (Biological
Industries, Israel). Para tanto, primeiramente foi feita a separacdo do protérax do
mesotorax para extracdo dos feixes de musculatura conservando-se, dessa forma, o
tagma. Em seguida, as amostras foram maceradas individualmente em tubos do tipo

Eppendorf de 1,5 ml juntamente com 300 ¢ | de tamp«o de digest «c
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adicionados 20 ¢ | de ©protei nasa 5%K°C @or 3 hocas. PApod @& s
incubacédo, foram adicionados 300 ¢ | d o -BNAtparaEaZseparacdo do RNA,
seguido por nova incubacdo a 30 °C por 1 hora e posterior centrifugacdo. O
sobrenadante foi lavado trés vezes em alcool para a precipitacdo do DNA, seco em
estufa a 50 °C e ressuspenso em 50 ¢ | L@ ultkdpura autoclavada. O DNA
extraido foi quantificado em espectrofotbmetro de massa e estocado em freezer a -
20 °C.

A amplificacdo dos fragmentos gendmicos foi realizada de acordo com
protocolos padrées (PALumBl, 1996). As condicdbes de PCR seguidas para
amplificagcdo dos genes foram: (1) uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 90
segundos, (2) 35 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 60 segundos, (3) anelamento a
48-61 °C por 60 segundos e (4) elongacédo a 72 °C por 45-60 segundos. Foram
incluidos controles negativos em todas as reacles realizadas para avaliar a
presenca e/ou auséncia de possiveis contaminantes ou inibidores durante o
processo de extracdo de DNA e/ou preparacdo das reacdes de PCR. As condicdes
de PCR especificas para cada um dos genes amostrados estdo listadas na Tabela
2. Para avaliar a eficacia da PCR em amplificar o fragmento desejado, foi realizada a
eletroforese em gel de agarose, corada em banho de brometo de etidio para
posterior visualizacdo sob luz ultravioleta, e comparagdo da migracdo das bandas
das amplificacdes das amostras com o marcador de peso molecular DNA Ladder
1Kb. Posteriormente, os produtos da PCR foram encaminhados para a empresa
Macrogen Inc. para serem purificados e sequenciados. Para cada amostra, ambas
as direcbes foram sequenciadas (i.e., 5°-3" e 3°-5") visando corrigir possiveis erros

ou ambiguidades de sequenciamento.

3.4. EDICAO DAS SEQUENCIAS

As sequéncias 5°-3" e 3’-5" de cada amostra foram alinhadas a fim de se obter
a sequéncia consenso no software Staden Package (STADEN, 1996). Todas as
sequéncias consenso produzidas tiveram seus eletroferogramas inspecionados
visualmente com o auxilio do mesmo pacote, bem como o grau de confiabilidade

para cada posicao, a fim de ratificar as sequéncias de nucleotideos e aumentar a
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confiabilidade dos resultados. Quando nucleotideos diferentes ocupavam as
mesmas posicdes nas fitas complementares estes eram substituidos na sequéncia
consenso pelos cédigos para polimorfismos genéticos estabelecidos pela I[UPAC

(International Union of Pure and Applied Chemistry).

3.5. ALINHAMENTO

As sequéncias consenso de cada um dos genes foram alinhadas com o
programa Muscle (EDGAR, 2004a). Este programa foi escolhido por aliar acuracia a
rapidez na construcdo das sequéncias alinhadas (EDGAR, 2004a,b). Posteriormente,
os alinhamentos foram conferidos e editados manualmente com o programa BioEdit
(HALL, 1999).

Apds o alinhamento e edicdo, as matrizes dos genes individuais foram
concatenadas com o auxilio do programa WinClada (NixoN, 2002). Na matriz
concatenada as amostras que néo foram amplificadas para determinada particao e,
por consequéncia, ndo sequenciadas, foram consideradas como dados faltantes. A
matriz concatenada pode ser visualizada no Apéndicel.

3.6. ANALISES FILOGENETICAS

Analises filogenéticas foram conduzidas para os dados provenientes dos quatro
locos génicos separadamente (matrizes de dados individuais), bem como para as
matrizes individuais dos éxons e introns de ambos os genes nucleares e, também,
para a matriz de dados concatenados (i.e., matriz combinada) com os quatro locos.
Essas nove matrizes foram analisadas através de trés métodos de reconstrugédo
filogenética: parcimbnia (p.ex., FARRIS, 1983), maxima verossimilhanca (p.ex.,
SWOFFORD et al., 1996) e inferéncia Bayesiana (p. ex., HUELSENBECK et al., 2001). A
selecdo de modelos de substituicdo das nove matrizes mencionadas acima (COl,
16S rRNA, wingless, wingless [éxons], wingless [intron], EF-1 U, -1BEF [ ®XB-n s ]

1 U [ 2 ecdomonadp), para as analises paramétricas, foi conduzida utilizando-se
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os critérios de Akaike (AICc) e de informacdo Bayesiana (BIC), como sugerido por
Posada e Crandall (1998), com o auxilio do programa jModelTest (PosADA, 2008).
Para a selecdo de modelos, foram considerados apenas os trés esquemas de
substituicdo implementados nos programas utilizados para analises filogenéticas,
resultando assim na comparac¢éo de 24 modelos possiveis.

As analises de parcimbnia, com pesagem igual dos caracteres, foram
realizadas no programa Nona 2.0 (GoLOBOFF, 1999), com a utilizacdo da interface
Winclada 1.0 (NixoN, 2002) para visualizacdo das matrizes e das arvores. Foram
realizadas buscas heuristicas compreendendo 1.000 replicacdes (mult*1.000),
estocagem de 10.000 arvores na memoria (hold*10.000) e salvando-se 10 arvores
por replicacdo (hold/10). As topologias resultantes foram submetidas a uma busca
exata com o comando mswap*.

O suporte dos ramos foi verificado por frequéncias de bootstrap (FELSENSTEIN,
1985), calculadas a partir de 100 pseudorreplicacbes. As &rvores consenso
encontradas em cada pseudorreplicacdo foram salvas e usadas para calcular o
suporte dos ramos.

A inferéncia Bayesiana foi realizada com o programa MrBayes 3.1.2
(HUELSENBECK & RONQUIST, 2005). As Cadeias de Markov - Monte Carlo - Metropolis
(MCMCMC), implementadas no programa (ALTEKAR et al., 2004), foram utilizadas
para se estimar a probabilidade posterior de cada um dos clados encontrados na
melhor topologia de cada uma das particdes. Dois grupos de duas cadeias foram
analisados por 1.000.000 geracdes, sendo que as topologias iniciais de cada uma
das cadeias eram arbitrarias. A convergéncia entre os resultados das duas corridas
foi avaliada pela analise dos valores do fator de reducdo de escala potencial
(potential scale reduction factor) (GELMAN & RuUBIN, 1992) implementados no proprio
programa MrBayes. Os programas AWTY (WILGENBUSCH et al. 2004) e Tracer
v.1.5.0 (RAUMBAUD & DRUMMOND, 2003) também foram utilizados para avaliar a
convergéncia entre os resultados dos dois grupos de cadeias. As topologias foram
salvas a cada 100 geracdes, e as 1.000 primeiras arvores de cada corrida foram
descartadas (comando burnin) para as andlises de cada um dos genes
separadamente, bem como as 5.000 primeiras arvores para os dados combinados.
A eficacia do descarte destas arvores foi avaliada por meio da andlise visual do
grafico dos valores do logaritmo da verossimilhanca (log likelihood) fornecido pelo

MrBayes através do comando sump, bem como conforme resultados obtidos pelos
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programas AWTY e Tracer. Visto que o MrBayes permite a andlise particionada e
que a utilizacdo de modelos adequados para cada uma das particdes é desejavel
para a realizacdo de analises filogenéticas mais realistas (NYLANDER et al. 2004),
optou-se pela utilizacdo de modelos especificos de evolugcdo para cada gene nas
andlise dos dados concatenados, sendo que estes foram analisados considerando
0s modelos sugeridos pelo jModelTest para cada um dos 4 locos génicos sem
diferenciacdo dos éxons e introns dos genes nucleares (quatro particdes) bem como
com a diferenciacéo dos éxons e introns dos genes nucleares (seis particoes).

Utilizou-se o programa Garli v.0.96 (ZwickL, 2006) para as andlises de
méxima verossimilhanca (MV). Nas andlises de cada um dos genes,
individualmente, utilizaram-se modelos de evolucdo especificos. Para a analise dos
dados combinados utilizou-se o0 modelo selecionado pelo jModelTest para a matriz
composta pelo conjunto dos quatro genes. Tal medida se fez necesséria porque o
programa Garli v.0.96 ndo permite a implementagdo de sub-modelos especificos
para diferentes particbes de dados de uma mesma matriz. O término das analises se
dava apo6s 20.000 geracBes sem um ganho significativo no valor de verossimilhanca
associado a topologia em questdo. Todos os demais parametros foram mantidos
conforme as configuracdes pré-definidas do programa. No programa Garli também
foram realizadas analises de bootstrap com amostragem de 100 pseudorreplicacées.
O consenso de maioria das 100 pseudorreplicacdes do bootstrap da MV foi obtido
através do script SumTrees que faz parte do pacote DendroPy (SUKUMARAN &
HoLDER, 2010). A visualizacdo e a editoracdo das éarvores filogenéticas foram
realizadas com os programas FigTree (RAMBAUT, 2006).

3.7. TAXAS DE SUBSTITUICAO E PARAMETROS DE EVOLUGCAO MOLECULAR

O MrBayes também foi utilizado para explorar algumas propriedades do
conjunto de dados moleculares. Os parametros sumarizados na analise da matriz
combinada, apds o descarte inicial das arvores (comando burnin), foram utilizados
como estimativas da frequéncia de bases, taxas relativas de substituicdo, proporcao
de s2tios invari8veis e par©metro U. Os d:

GTR+I para estimar a propor-«o de s2tios
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par ©metr o U ede dasds,reeGTR paracestimar a taxa de substituicéo
entre 0s genes. Os dados também foram analisados com o modelo GTR+SSR a fim
de se obter a taxa relativa de substituicdo de cada posicdo do codon para os genes
codificadores de proteinas (COl e éxons dos genes nucleares wingless e EF-1 U) ,

introns dos genes nucleares, e para o gene 16S.

3.8. BIOGEOGRAFIA E ESTIMATIVA DO TEMPO DE DIVERGENCIA

Inicialmente, foi testado se os comprimentos de ramos das filogenias obtidas
com as analises de MV, sem 0 grupo externo e com apenas um representante de
cada espécie do grupo interno (ver Figura 6), estavam de acordo com o modelo de
relégio molecular. Para isso aplicou-se aos dados do gene COIl um teste de
significAncia estatistica, no qual o valor de verossimilhanca associado a uma
topologia em que a evolugcdo com taxa constante de evolucao foi imposta como
restricdo no programa PAUP* 4.0 (SworrFORD, 2003) foi comparado a
verossimilhanca da topologia calculada sem restricbes. O modelo de substituicao
utilizado foi aquele previamente selecionado para o loco COI (GTR+] ,) e todos os
parametros foram estimados durante a otimizacdo. Foram realizadas duas analises:
na primeira (hipétese nula), os comprimentos de ramo foram estimados assumindo-
se o relégio molecular; na segunda (hipétese alternativa), os comprimentos de ramo
foram estimados sem restricdes. A avaliacdo da diferenca entre as duas arvores foi
realizada com o teste da razao da verossimilhanca (p.ex. HUELSENBECK & RANNALA,
1997), empregando-se a distribuicdo de qui-quadrado para se determinar a
significancia do resultado. O namero de graus de liberdade corresponde a diferenca
do numero de parametros livres entre as duas analises.

Como ndo ha dados fosseis disponiveis para a calibragdo das analises de
datacdo, por meio do estabelecimento de idades minimas para os nés da filogenia
de Caenonomada, as idades dos clados foram estimadas utilizando uma taxa de
substituicdo frequentemente empregada para os genes mitocondriais COIl e COIl de
insetos de 0,02 substituicbes por sitio por milhdo de anos, como proposto por
Brower (1994). O célculo da idade dos clados foi obtido pela razdo entre o

comprimento dos ramos e a taxa de substituicao.
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Um mapa de distribuicdo das espécies, incluindo novos registros (ver Apéndice
3), foi feito com a interface ArcMap do programa ArcGIS 9.0. O cladograma obtido
com as analises filogenéticas foi plotado sobre o mapa de distribuicdo das espécies

a fim de se obter o cladograma de taxons e areas.

4. RESULTADOS

4.1. DADOS MOLECULARES

O numero total de pares de bases obtido com a matriz concatenada, contendo
14 terminais, foi de 2387 pb alinhados (511 pb do 16S, 618 pb do COI, 343 pb do
wingless e 915 pb do EF-1U) . Destes, 339 foram
informativos com base na parcimonia, sendo 83 referentes ao 16S, 144 ao COl, 48
ao wingless e 64 ao EF-1 U .

Nado foi possivel o sequenciamento de todos os espécimes disponiveis para
todos os genes amostrados (16S, COlI, wingless e EF-1 U) . Os esp®ci
sequenciados e utilizados como terminais das andlises filogenéticas constam na
Tabela 3.

TABELA 3: Espécimes sequenciados para cada um dos quatro genes (informacfes
detalhadas sobre cada um dos terminais podem ser encontradas na Tabela 1).

Espécie [voucher] COl 16S EF-1 U wingless
Caenonomada bruneri [GWO06] X X X X
Caenonomada bruneri [GW11] X
Caenonomada labrata [GWO01] X X
Caenonomada labrata [GW05]
Caenonomada unicalcarata [GWO04]
Caenonomada unicalcarata [GW12]
Caenonomada unicalcarata [GWO02]
Caenonomada unicalcarata [GW14]
Caenonomada aff. unicalcarata [GW03]
Caenonomada aff. unicalcarata [GW13]
Chalepogenus muelleri [GW10]
Lanthanomelissa betinae[GW 07]
Monoeca haemorrhoidalis [GWO09]
Tapinotaspoides serraticornis [GWO08]

X X X X X X X X X X xX X
X X X X X X
X X X X X X

X X X X X X
x
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4.2. SELECAO DE MODELOS E COMPARAGOES ENTRE OS GENES

A selecdo de modelos pelos critérios de Akaike (AICc) e de Informacao

Bayesiana (BIC) foi em parte congruente. Para 0s genes mitocondriais ambos 0s

crit®rios indicaram a utiliza-«0o do model

incongruéncia quanto a selecdo dos modelos pelos dois critérios ocorreu para 0s
genes nucleares. Enquanto o AICc selecionou os modelos HKY+] p a wiagless e
0 modelo GTR+J para-19, EF BIC indicou gue

suficientemente complexo para ambos os genes nucleares. Os resultados sugeridos
para ambos os critérios também foram incongruentes para os éxons dos genes

nucleares. Para a matriz concatenada nao particionada o modelo selecionado pelo

(0]

j Model Test f oi o] GTR+ Y (tant o (@serhodeloscr i t ®

selecionados para ambos os critérios para as nove particbes analisadas podem ser
visualizados na Tabela 4.

Antes de se optar por um dos modelos, nos casos de incongruéncia,
realizaram-se analises de inferéncia Bayesiana para os modelos sugeridos por
ambos os critérios. De maneira geral, as topologias encontradas para os diferentes
modelos selecionados para uma mesma particdo foram as mesmas, com pequenas

variacdes nos valores da probabilidade posterior e no comprimento dos ramos.

TABELA 4: Modelos selecionados pelos cirtérios de AICc e BIC.

Gene AlCc BIC

Col GTR+1 GTR+1
16S GTR+1 GTR+1
wingless HKY+1 K80 +i
wingless (intron) K80+ K80+
wingless (éxons) GTR+I HKY+I
EF-la GTR+ 1 K80+
EF-1a (intron) HKY+1{ HKY+1{
EF-1a (éxons) SYM+1 +0 K80+
matriz concatenada GTR+1 GTR+1

Como as topologias néo diferiram para os diferentes modelos selecionados e
considerando que a utilizacdo de um modelo com mais parametros que 0 necessario

é temeraria (POSADA & CRANDALL, 2001; Bos & PosADA, 2005), principalmente
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porque a medida que se adiciona parametros a um modelo adiciona-se o erro
relacionado a estimativa destes parametros (Bos & POSADA, 2005), optou-se por
apresentar neste trabalho resultados filogenéticos baseados em modelos mais
simples. Sendo assim, os modelos utilizados em cada particdo das analises de
inferéncia Bayesiana e MV foram os propostos pelo BIC.

O resultado da caracterizagdo das propriedades do conjunto de dados
moleculares esta apresentado nas Figuras 2, 3 e 4. No que se refere as frequéncias
de bases de cada um dos locos amostrados as sequéncias dos genes mitocondriais
apresentaram altas proporgdes das bases A e T (aproximadamente 80% em ambos
0s genes) quando comparadas as propor¢des das mesmas bases encontradas para

0S genes nucleares (aproximadamente 25%) (Figura 2).
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FIGURA 2. Proporcao de bases nucleotidicas comparadas entre os quatro genes (com diferenciagédo

entre éxons e introns para 0s genes nucleares) amostrados neste estudo.

As taxas relativas de substituicdo de cada um dos locos génicos amostrados
podem ser visualizadas na Figura 3. As comparacdes das taxas de substituicao
entre os genes (Figura 3a) revelaram que o0s genes mitocondriais apresentam
maiores taxas de substituicdo dos que as regides codificadoras de proteina dos
genes nucleares. No entanto, a diferenca entre as taxas de substituicdo dos genes

mitocondriais e dos éxons dos genes nucleares ndo foram téo significativas, quando
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comparadas as taxas de substituicdo dos introns. Estas regies chegaram a evoluir
aproximadamente sete vezes mais r4pido que os éxons (quando se compara 0
intron e os éxons do wingless) e entre 2-3,5 vezes mais rapido que 0s genes
mitocondriais.

Um melhor entendimento da variacao das taxas de substituicdo entre os genes
€ obtido quando se compara as taxas entre as posi¢cdes do cdédon de cada gene
(Figura 3b). As terceiras posicdes dos genes nucleares evoluiram a uma taxa
aproximadamente sete vezes menor do que a terceira posi¢cdo do COI. As taxas de
substituicdo dos introns foram um pouco maiores do que as obtidas para as terceiras
posi¢cdes do éxons de ambos 0s genes nucleares, porém menores do que as obtidas
para 0 gene COIl. A taxa de substituicdo do gene mitocondrial 16S nao diferiu
significativamente das obtidas para as terceiras posi¢cdes dos genes nucleares,
sendo, também, menores do que a encontrada para as terceiras posi¢cdes do COI.

Os valores de U, par ©metro que descreve
fornece uma aproximacdo de quéo variaveis sdo essas taxas dentro de cada loco,
podem ser visualizados na Figura 4a. Al t os val or es de U (2n
nucleares) indicam taxas relativamente homogéneas entre o0s sitios, enquanto
valores baixos d e U (®xons dos genes nucl ear es,
heterogeneidade na taxa de variac&o entre os sitios. Os valores do parametroU p ar a
as regides nao codificadoras dos genes nucleares foram os maiores entre 0 conjunto
de dados analisados, enquanto os valores deste parametro associados as regides

transcritas foram similares entre si.
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FIGURA 3. Comparacdes entre os quatro genes amostrados neste estudo baseadas nos paradmetros
moleculares estimados pelo MrBayes: (a) taxas relativas de substituicdo entre os genes; (b) taxas

relativas de substituicdo entre as posi¢des dos cédons de cada gene.

Quanto a proporcédo de sitios invariaveis (Figura 4b) as analises mostraram que

as regibes que possuem menor variagdo entre 0s sitios sdo 0s éxons, seguidos

pelos genes mitocondriais. Os introns apresentaram 0s menores valores da

proporcao de sitios invariaveis, indicando que estas regides sao as mais variaveis.
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FIGURA 4. Comparacgdes entre os quatro genes amostrados neste estudo baseadas nos parametros
moleculares estimados pelo MrBayes: (a) parametro U da distribuicio gama; (b) proporcdo de sitios

invariaveis.

4.3. RELACOES FILOGENETICAS

As topologias obtidas com as analises de parcimbdnia, MV e inferéncia
Bayesiana para cada uma das nove particdes foram bastante similares. A principal
diferenca entre as andlises se refere ao relacionamento entre 0s grupos externos.
Como o proposito destes nas analises foi apenas o de fornecer dados suficientes
para o0 enraizamento de Caenonomada, ndo serdao detalhadas aqui as

incongruéncias entre as topologias obtidas para estes taxons.
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Devido a congruéncia topoldgica encontrada para as trés andlises de
reconstrucdo filogenética a arvore obtida por inferéncia Bayesiana para a matriz
concatenada (Figura 5) foi utilizada para mostrar os valores de suporte de ramos
obtidos por frequéncia de bootstrap para a parcimonia e MV bem como por
probabilidade posterior para a inferéncia Bayesiana. As arvores obtidas por
parcimbnia, MV e inferéncia Bayesiana para cada um dos genes e suas regides
podem ser visualizadas no Apéndice 2.

Na analise filogenética utilizando o critério da parciménia foi encontrada uma
Unica arvore, com comprimento de 217 passos, indice de consisténcia (Cl) = 77 e
indice de retencdo (RI) = 72 para o conjunto de dados referentes ao gene 16S. Para
o COI foram encontradas quatro arvores igualmente parcimoniosas, em um total de
357 passos (CI=71; RI=71). O consenso estrito dessas quatro arvores teve um total
de 358 passos (Cl=71; RI=70). Para os genes nucleares (wingless e EF-1 (] foram
encontradas uma e duas arvores, respectivamente, sendo que a arvore obtida pelo
wingless possui 155 passos (CI=79; RI=64) e as encontradas paraoEF-1 U po's
249 passos (CI=90; RI=73). Ja& o consenso estrito obtido pelas duas arvores mais
parcimoniosas encontradas para o EF-1 U  pup 261 passos (CI=86; RI=59). Para a
andlise concatenada foi encontrada apenas uma arvore com 991 passos (Cl= 77,
RI1=69). Os resultados obtidos com as analises dos éxons e introns dos genes
nucleares podem ser visualizadas nas Figuras 11 e 12 do Apéndice 2.

Os resultados obtidos pelas trés analises de reconstrucao filogenética, para os
genes mitocondriais (Figuras 1, 5 e 9 do Apéndice 2) e para a analise concatenada
(Figura 5) mostram que os terminais tratados aqui como C. aff. unicalcarata
representam uma espécie distinta. As quatro espécies de Caenonomada formam um
grupo monofilético, no qual C. labrata apresenta-se como espécie irma de C. bruneri
e o clado formado por essas espécies apresenta-se como grupo irmédo do clado
formado por C. unicalcarata e C. aff. unicalcarata. Essas relagcdes foram bem
suportadas pelos valores de medidas de suporte dos clados, sendo que os valores
obtidos por probabilidade posterior foram mais altos dos que aqueles obtidos por
frequéncias de bootstrap.

Os resultados obtidos com os genes nucleares para as trés analises foram
parcialmente incongruentes aos resultados descritos acima. A monofilia de
Caenonomada foi corroborada pela analise independente dos genes nucleares e

suas regides, assim como a relacao entre C. labrata e C. bruneri (com excecdo do

2C

suem



intron do gene wingless, que gerou uma politomia para as quatro espécies). Porém,

nao houve resolucéo suficiente para que os espécimes aqui tratados como sendo C.

aff. unicalcarata fossem filogeneticamente diferenciados de C. unicalcarata (Figuras

do 2, 6 e 10 do Apéndice 2). Apesar de as topologias encontradas para os dois

genes nucleares terem sido basicamente as mesmas, os valores das medidas de

suporte dos clados encontrados nas analises diferem entre si. De maneira geral 0s

valores obtidos por frequéncias de bootstrap sdo inferiores aqueles obtidos por

probabilidade posterior, sendo que em alguns casos nao chegaram a atingir 50%.

i
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100/100 5

Caenonomada labrata
.6
- Caenonomada bruneri
100/100 .1
Caenonomada bruneri

. 2
100 _ Caenonomada unicalcarata

100
96/100
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8 3 14
6151~ — Caenonomada unicalcarata

: 5 4
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, . y )
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FIGURA 5. Filograma resultante da analise de inferéncia Bayesiana para a analise concatenada empregando um

modelo misto consistindo dos modelos selecionados para cada loco génicodapar ti - «xo ( COl EF- 16S,

10 (éxons) e wingless (intron), K80+{i; EF-1U (intron), HKY+{i e wingless (éxons), HKY+l). O suporte dos ramos,

apresentados préximos aos nos, na parte superior de cada ramo, corresponde a probabilidade posterior, e os

localizados na parte inferior dos ramos correspondem aos valores de bootstrap obtidas pela MV (a esquerda) e

parcimtnia (" direita). N:- s

cada espécie referem-se ao nimero voucher.
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4.4. BIOGEOGRAFIA E ESTIMATIVA DO TEMPO DE DIVERGENCIA

O logaritmo do valor de verossimilhanca encontrado para a arvore em que se
assumiu o relégio molecular foi -1317,0289, ao passo que o valor para a arvore
cujos comprimentos de ramo foram estimados sem restricdes foi -1316,2627. A
diferenca entre esses valores foi 0,7662 (Figura 6). O teste estatistico (2 x diferenca
log L = 1,5324) mostrou-se nao significativo (p = 0,4647; 2 graus de liberdade), de
modo que ndo se pode rejeitar a hipétese nula (as substituicées teriam ocorrido sob

taxa aproximadamente constante durante a histéria de diversificacdo de

Caenonomada).
a) b)
C. labrata
0,107317 C. unicalcarata
. labr:
0.105526 C. labrata 0,09142N
' 0,046654
DAOTIZ . & Brmer 0,225492
0.085257 ¢ ynjcalcarata 0112357 0,117938
0.127587
) 7 .
0.08525 C. aff. unicalcarata C. bruneri .
: C. aff. unicalcarata
0,1 substituigées/sitio 0,1 substituigdes/sitio

FIGURA 6. Relacg@es filogenéticas entre as quatro espécies de Caenonomada, cada uma delas representada por
apenas um terminal (nUmero de voucher indicado entre parénteses): C. bruneri (GWO06), C. labrata (GW01), C.
unicalcarata (GW02) e C. aff. unicalcarata (GW03). As relagBes foram inferidas utilizando-se as sequéncias do
gene COI e m8xima verossi mil han- a -sea adegoacdmdodpeessopostd TR + T , (a

relégio molecular, ou (b) sem restricdes a constancia da taxa de substituicdo por unidade de tempo.

Segundo esses resultados, a divergéncia inicial entre as linhagens de
Caenonomada teria ocorrido no Mioceno Superior, ha aproximadamente 10,64
milhdes de anos (Ma). Esta divergéncia deu origem a dois clados: um formado pelo
ancestral de C. labrata + C. bruneri e outro formado pelo ancestral de C. unicalcarata
+ C. aff. unicalcarata. Os outros dois eventos de especiacao ocorreram entre o final
do Mioceno e inicio do Plioceno, sendo que a linhagem ancestral de C. labrata e C.
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bruneri divergiu ha cerca de 5,36 Ma e a separacdo da linhagem ancestral de C.

unicalcarata e C. aff. unicalcarata ocorreu ha 4,26 Ma (Figura 7).

C. labrata

C. bruneri

C. unicalcarata

C. aff. unicalcarata

11 Ma 5Ma 0 Ma

FIGURA 7. Idade estimada das divergéncias
entre as linhagens de Caenonomada.

O cladograma para as espécies de Caenonomada sobreposto as areas de
ocorréncia de cada uma das espécies, obtido com a filogenia molecular do género
(Figura 8), mostra uma relacdo estrita tanto da Caatinga como do Cerrado com o
Chaco sugerindo que este seja uma area hibrida do ponto de vista biogeogréfico.

90° 80° 70° 60° 50° 40° 30°

f o '? > + C. unicalcarata
w v el . = C. bruneri :
30 . Es— « C. labrata ¥
.(' « C. aff. unicalcarata
L

90° 80 70° 60° 50° 40 30
FIGURA 8. Cladograma para as espécies de Caenonomada sobreposto as

respectivas areas de ocorréncia.
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5. DISCcUsSAO

5.1. SELECAO DE MODELOS E COMPARACOES ENTRE OS GENES

As proporcdes de bases encontradas tanto para 0os genes nucleares como
para os mitocondriais refletem o modelo de evolugcédo selecionado para cada gene.
Os modelos mais simples, como o sugerido aqui para os genes nucleares (K80), tem
como premissa ter as frequéncias das bases aproximadamente iguais. Ja 0s
modelos mais complexos, como o GTR requerido aqui para 0os genes mitocondriais,
assumem que as proporcdes entre as bases sejam diferentes. A composi¢do de
bases das sequéncias dos genes 16S e COIl com maior percentual de A e T seguiu 0
padrdo ja sugerido para o DNA mitocondrial de insetos (CROZzIER & CROZIER, 1993;
SIMON et al. 1994; SIMON et al. 2006).

De maneira geral, os val or es das quata
regibes transcritas consideradas para analise (COI, 16S e éxons dos genes
nucleares) nado destoaram um do outro, indicando que todos possuem perfis
similares em termos das variacbes das taxas de substituicdo. Esses resultados
diferem dos dados publicados por Lin e Danforth (2004), que obtiveram valores do
parametto U mai ores para os ®xons dos gene
mitocondriais, indicando um desempenho menor destes nas analises filogenéticas.
Cabe salientar, que os resultados obtidos por aqueles autores foram baseados em
analises de grupos supra-especificos. De acordo com os resultados obtidos aqui, em
analises de niveis taxondmicos mais baixos, como € o caso de Caenonomada, tanto
0os eéxons dos genes nucleares como 0S genes mitocondriais devem ser
considerados quando da escolha dos genes, visto que ambos nédo diferem
significativamente em termos das variacdes das taxas de substituicao.

Os altos valores do parametroU para as regi »es n«o
nucleares ja eram esperados, presumivelmente porque todos os sitios dentro de um
intron evoluem aproximadamente com a mesma taxa. Esta caracteristica faz com
gue estas regides sejam Uteis em muitos estudos filogenéticos envolvendo genes

nucleares (DANFORTH et al., 1999; KAWAKITA et al., 2003; LEYs et al., 2002).
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Segundo Yang (1998) e Lin & Danforth (2004) o bom desempenho dos introns

pode estar rel aci onado Alas svalorad destes parénaetroo r e s

correspondem a genes com muitas regies com taxas de substituicdo muito altas e
poucas regides com taxas muito baixas. Com uma quantidade maior de regides
evoluindo rapidamente, os sitios tendem a saturar de maneira mais lenta, diminuindo
os niveis de homoplasias (YANG, 1998; LIN & DANFORTH, 2004). Estes autores
chegaram a correlacdo entre altos valores de U e bom desempenho do gene com
base na proporcdo de nds recuperados corretamente em seus estudos. Porém, nos
dados encontrados aqui o clado que agrupa C. unicalcarata e C. aff. unicalcarata
n&o foi recuperado pelo introndo EF-1 U e nenhum d o se sdparansas
linhagens de Caenonomada foi recuperado pelo intron do wingless. Sendo assim,
podemos concluir, com base nos resultados obtidos, que ndo necessariamente 0s
al t os v a lestdoeetaciodaglos Bo bom desempenho dos genes, pelo menos

no que se refere as regides intrénicas.

5.2. RELACOES FILOGENETICAS

Apesar da natureza das analises de parcimbnia, MV e inferéncia Bayesiana
serem diferentes, as estimativas filogenéticas obtidas com esses trés métodos
podem convergir em certas situacées (STEEL & PENNY, 2000; SWOFFORD et al., 2001),
como ocorrido neste trabalho. As topologias obtidas a partir das trés analises para
Caenonomada séo praticamente idénticas, com a maior diferenca sendo encontrada
nos valores de suporte de alguns clados. Embora haja discussdes sobre a melhor
utilidade de alguns métodos filogenéticos em relacdo aos outros (SWOFFORD et al.,
1996, 2001; HoLDER & LEwIs, 2003), as propriedades dos genes utilizados e como
eles evoluem tém uma influéncia muito maior sobre o resultado de uma analise
filogenética do que o meétodo especifico escolhido para reconstruir as relagdes
filogenéticas entre os taxons estudados (SIMON et al., 2006).

Incongruéncias entre as topologias provenientes de genes mitocondriais e
nucleares tém sido bastante frequentes em estudos filogenéticos (p. ex. SOTA &
VOGLER, 2001; BELTRAN et al. 2002; BuLL et al. 2006; OVERTON & RHOADS, 2004;
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LEACHE, 2009; FULTON & STROBECK, 2010). Essa diferenca significativa no sinal
filogenético € um padrdo esperado em analises filogenéticas em nivel especifico,
pois diferentes locos podem possuir historias alélicas diferentes. De maneira geral
0S genes mitocondriais tém um maior poder de resolucdo em analises filogenéticas
de téxons proximamente relacionados (ZHANG & Hewitt, 2003), o que foi
corroborado no presente trabalho. Tanto o 16S como o COIl geraram hipoteses de
arvores bem resolvidas e com altos valores de suporte de ramos. O bom
desempenho dos genes mitocondriais, principalmente do COIl, na resolucéo
filogenética de Caenonomada pode estar relacionado as suas altas taxas de
substituicdo. Lin & Danforth (2004) sugerem que 0S genes com essa caracteristica
tenham um bom desempenho na recuperacdo de divergéncias mais recentes. No
gue se refere aos introns essa caracteristica ndo esta necessariamente relacionada
ao bom desempenho do gene. Altas taxas de substituicdo para as regides nao
codificadoras de proteinas sdo esperadas, visto que a pressdo de selecdo nestas
regides é menor do que em regides codificadoras.

Apesar de possuirem baixa resolucdo em andlises filogenéticas em nivel
especifico, a utilizacdo dos genes nucleares nestas analises se torna importante por
eles serem mais informativos do que o0s genes mitocondriais em inferir
relacionamentos entre taxons supra-especificos (LIN & DANFORTH, 2004), fornecendo
assim hip6teses mais robustas sobre o enraizamento de Caenonomada e na relacéo
deste clado com os grupos externos. De modo geral, isto pode ser observado nos
valores de suporte de ramos dos clados formados por Caenonomada e pelos grupos
externos que foram relativamente mais altos para os genes nucleares do que para
0s genes mitocondriais. Além disso, como demonstrado por Kawakita et al. (2003)
regibes ndo codificadoras de genes nucleares auxiliam na resolucéo filogenética de
divergéncias de linhagens recentes. Mesmo com resolugéo insuficiente para resolver
as relagbes entre C. aff. unicalcarata e C. unicalcarata, os genes nucleares
corroboraram a hipotese de relacionamento entre os clados formados por C. labrata
e C. bruneri e do clado formado por estas espécies com o clado formado pelos
espécimes representantes de C. unicalcarata + C. aff. unicalcarata. O fato do valor
de suporte de ramos para as trés andlises filogenéticas ter sido maior para o EF-1 U
do que para o wingless pode estar relacionado ao fato desse gene ter mais

caracteres amostrados (915 pb, enquanto wingless teve 343 pb amostrados).
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Segundo Hillis et al. (1994) o aumento no numero de caracteres leva a estimativas
mais precisas na resolucdo da arvore.

A incongruéncia entre genes mitocondriais e nucleares pode ser gerada por
grandes diferencas nas taxas de substituicdo de nucleotideos nas diferentes
particbes, mesmo no caso onde a topologia encontrada para estas seja congruente
(BARKER & LuTzONI, 2002). Dessa forma, a adicdo de parametros relacionada a
diferentes taxas de transversdo, na hierarquia dos modelos escolhidos para as
particOes estudadas, neste caso GTR versus K80, pode ser uma das explicacdes da
incongruéncia entre os resultados provenientes de dados mitocondriais e nucleares.
Esse problema pode ser revertido com um aumento no numero de caracteres, o que
supostamente aumentaria a chance de que a topologia mais adequada fosse
recuperada (HiLLIS et al. 1994), o que privilegiaria as anélises combinadas.

Sabe-se que arvores geradas pela analise de um Unico loco génico nédo
refletem necessariamente as relagcdes entre os taxons amostrados. Inferéncias
filogenéticas com base em particdes individuais sdo de valor limitado para inferir
filogenias de espécies. Sendo assim, a utilizacdo de diferentes particdes envolvendo
diferentes funcdes e origens sdo mais adequadas para os estudos filogenéticos (Wu,
1991; PAMILO & NEI, 1998; REED & SPERLING, 1999; COGNATO & VOGLER, 2001). Além
disso, € de se esperar que as particbes individuais tenham menor poder de
resolucdo que analises combinadas (ALMEIDA & DANFORTH, 2009). O ruido existente
em particdes individuais pode, ainda, obscurecer o sinal que € amplificado quando
diferentes particbes sdo combinadas (NixoN & CARPENTER, 1996; BAKER & DESALLE,
1997). Na andlise concatenada, incluindo todas as particdes génicas amostradas
neste estudo, fica clara a melhoria da resolucao filogenética em comparagdo com as
analises individuais, com os valores de suporte de ramos chegando a 100% para a
maioria dos clados para as trés analises de reconstrucéao filogenética.

A existéncia de terminais com dados faltantes (ver Tabela 3) ndo parece ter
afetado a resolucdo das diferentes anélises de reconstrucdo filogenética utilizadas
no presente trabalho. A utilizacdo de tdxons com dados faltantes em filogenias ja é
discutida ha bastante tempo (p. ex., NIXOoN & DAvis, 1991; PLATNICK et al., 1991;
WIENS & REEDER, 1995; WIENS, 1998; PHILIPPE et al., 2004; WIENS, 2006). Existem
poucas evidéncias que justifiquem a exclusdo desses dados em analises
moleculares, sendo que simulagdes indicam que, quando o numero de caracteres é

elevado (aproximadamente 2000 pb), a filogenia correta pode ser recuperada,

27



mesmo em casos onde metade dos tdxons apresentem 90% de dados faltantes
(WIENS, 2006). Tendo em vista os resultados obtidos com as trés analises de
reconstrucdo filogenética realizadas neste trabalho, para a matriz concatenada é
possivel dizer que a adicdo dos terminais com dados faltantes néo foi prejudicial as
andlises aqui realizadas, visto que estas se mostraram capazes de recuperar a
monofilia de Caenonomada bem como as relacdes entre as espécies do género.

A diferenca nos valores das medidas de suporte dos clados nas analises de
parciménia e MV (bootstrap) e inferéncia Bayesiana (probabilidade posterior) é
bastante comum em estudos filogenéticos (ERIXON et al., 2003). Apesar de muitos
autores discutirem formas de tornar possivel a comparacédo destes valores (p. ex.,
WiLcox et al. 2002; ALFARO et al., 2003; ERIXON et al.,, 2003; HUELSENBECK &
RANALLA, 2004) isso € bastante complicado, pois os métodos sao quantitativamente
diferentes. Simulac¢des indicam que os valores de probabilidades posteriores sao
consistentemente superiores aos das frequéncias de bootstrap nao-paramétrico
obtidos por MV, embora os dois valores tendam a ser correlacionados (BUCKLEY et
al., 2002; CuMmMINGS et al., 2003; Suzuki et al., 2002; WiLcox et al., 2002). Alguns
autores argumentam que a probabilidade posterior é superior as proporcdes de
bootstrap porque esta d4 uma medida mais direta da confiabilidade de um dado né,
reduzindo os problemas relacionados a superestimativa do suporte de clados, desde
gue os modelos de evolucdo escolhidos sejam adequados (HUELSENBECK &
RANNALA, 2004). Por outro lado, em casos onde os modelos de evolucao utilizados
nas andlises envolvem menos parametros que o desejado, os valores de
probabilidade posterior superestimam o suporte de agrupamentos falsos (ERIXON et
al. 2003). Alfaro et al. (2003) sustentam que a probabilidade posterior € um preditor
menos tendencioso da acuracia das analises filogenéticas que o bootstrap, além de
ser menos dependente que o bootstrap do nimero de caracteres analisados para
hipotetizar os agrupamentos em questdo. Além disso, as probabilidades posteriores
sdo calculadas assumindo uma prévia distribuicdo de todos os parametros do
modelo, incluindo os comprimentos de ramo e a topologia, o que pode influenciar os
valores de probabilidade posterior em muitos casos (p. ex. YANG & RANNALA, 2005).
Esta dependéncia dos valores prévios de distribuicdo também dificulta a
comparacao das duas medidas de suporte de ramos (YANG & RANNALA, 2005).
Soma-se que as frequéncias de bootstrap sdo baseadas no conceito de

reamostragem e sua interpretacdo exata depende da forma como foi calculado.
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Apesar do bootstrap ser um método difundido, seu uso para avaliar o suporte de
ramos em filogenias é controverso. H& uma ampla discussédo na literatura referente a
utilidade do bootstrap como medida de suporte de clados, sendo que a interpretacao
dos valores e as proprias premissas do bootstrap sdo bastante criticadas por alguns
pesquisadores (p. ex. CARPENTER, 1992; HOLMES, 2003; GRANT & KLUGE, 2003;
EGAN, 2006; SANDERSON, 1995).

Considerando-se que uma quantidade razoavel de dados foi utilizada e que
os dados sdo provenientes de genes adequados para resolver as relacdes
filogenéticas entre as espécies de Caenonomada, podemos concluir que o0s
terminais tr atCGaffousicaleagatad rce®pnoe sient am uma esp
como proposto por Aguiar & Melo (2006) com base em dados morfolégicos e de
distribuicAo geografica, que deve ser descrita formalmente. A hipotese de
relacionamento na qual C. labrata apresenta-se como espécie irma de C. bruneri e o
clado formado por essas espécies apresenta-se como grupo irmao do clado formado
por C. unicalcarata e C. aff. unicalcarata € congruente a hipétese proposta pelos
mesmos autores citados acima e por Zanella (2002), que ja havia relatado a
proximidade filogenética entre C. bruneri e C. Labrata. Segundo Zanella (2002), o
clado que agrupa C. bruneri e C. labrata € apoiado pelas seguintes sinapomorfias:
fémur posterior dos machos conspicuamente inchado e espordo da tibia posterior
dos machos com apice rombo. O mesmo autor ainda sugere que, caso as
populacées disjuntas de C. unicalcarata passem a ser consideradas uma espécie
distinta, como o resultado obtido no presente trabalho, alguns caracteres, tais como
a perda secundaria da projecdo arrendondada na margem anterior da tibia posterior
dos machos e a perda da reentrancia na borda apical do E8, podem vir a ser

considerados como sinapomorfias que agrupam a espécie nova e C. unicalcarata.

5.3. BIOGEOGRAFIA E ESTIMATIVA DO TEMPO DE DIVERGENCIA

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a divergéncia entre as
linhagens de Caenonomada teria ocorrido anteriormente as grandes glaciacdes do

Quaternario, como foi sugerido por Zanella (2002). Os eventos geolégicos e
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climéaticos que ocorreram durante o Mioceno e Plioceno provavelmente foram os
responsaveis pela diversificacdo do género.

A paisagem da América do Sul durante o Mioceno foi caracterizada por areas
florestadas e areas de savanas que cobriam a maior parte do continente. No
Mioceno Médio (ca. 17-15 Ma), o soerguimento dos Andes (e cadeias pré-andinas)
formou uma grande barreira para os ventos Umidos do Pacifico causando uma
diminuicdo da precipitagdo (rain-shadow effect) na face leste da Cordilheira,
deixando o clima mais frio e seco, 0 que resultou na expansédo das areas secas e
retracdo dos ambientes florestados (ORTIZ-JAUREGUIZAR & CLADERA, 2006). Durante o
Mioceno Médio e Superior (ca. 17-5 Ma) trés sucessivas transgressées marinhas do
oceano Atlantico foram registradas no sul da América do Sul, formando um mar
continent al conheci do RA®ANEN ET ALMI®IS; DBNrTO®Mah € N S € (
2003; ORTIZ-JAUREGUIZAR & CLADERA, 2006). Esse mar separou ambientes terrestres
aridos do sul da América do Sul daqueles mais ao norte, espalhando-se pelos atuais
territérios de praticamente todo o leste da Argentina, oeste do Uruguai, sul do
Paraguai e sudeste da Bolivia (ORTIZ-JAUREGUIZAR & CLADERA, 2006). Durante o
Mioceno Superior e o Plioceno Inferior (ca. 11-3 Ma) a ampla superficie inundada até
ent «o pel o AMar Paranaenseo f oi sucedi da r
conectar as areas continentais até entdo separadas pela transgressdao marinha
(Ortiz-Jaureguizar, 1998).

As transgressdes marinhas do Mioceno provavelmente tiveram uma profunda
influéncia na evolugdo da biota das paisagens abertas sul-americanas, pela
fragmentacdo de taxons amplamente distribuidos (PASCUAL & ORTIZ-JAUREGUIZAR,
1990). Estes eventos podem ter sido os responsaveis pela cladogénese do clado
formado por C. labrata + C. bruneri ha aproximadamente 5 Ma, quando regifes dos
atuais Chaco e Pampa foram isoladas das demais areas secas, incluindo nestas o
Cerrado. As transgressdes também podem ser consideradas o possivel evento
vicariante responsavel pela divergéncia entre C. unicalcarata e C. aff. unicalcarata
de acordo com a data estimada de cladogénese. Porém, estas duas espécies quase
nao diferem morfologicamente, indicando uma especiagao incipiente, o que nos faz
acreditar que o evento vicariante que resultou na especiacdo destas espécies
ocorreu mais recentemente no tempo geoldgico, possivelmente durante as grandes

glaciacdes do Pleistoceno.
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As estimativas do tempo de divergéncia obtidas com os dados do gene COI
sdo obviamente dependentes da precisdo da taxa média de substituicdo adotada, no
caso, de 0,02 mutacdes por milhdo de ano (Brower, 1994). Apesar de amplamente
utilizadas, sabe-se que taxas gerais, como a utilizada neste trabalho, ndo tém se
mostrado adequadas para determinados grupos de organismos (p. ex. LOVETTE,
2004). Uma maneira de tornar a estimativa do tempo de divergéncia mais robusta é
se utilizar tanto de dados provenientes do gene COl como de outros genes
(nucleares e mitocondriais). Infelizmente, ndo se tém dados disponiveis referentes a
taxas de substituicdo para nenhum dos dois genes nucleares utilizados neste
estudo. No entanto, dados filogenéticos publicados recentemente de abelhas da
tribo Euglossini (RAMIREZ et al. 2010) baseados tanto nos gene COIl como no EF-1 U
e com datacBes calibradas com registros fosseis permitirdo obter uma taxa de
substituicdo para os dois genes para as abelhas. O célculo dessas taxas sera
importante para estudos filogenéticos moleculares e biogeograficos de abelhas,
como o presente, visto que a utilizacdo de uma taxa geral, como ja citado acima, néo
tem se mostrado adequada para alguns grupos de organismos, ora superestimando
ora subestimando a data de divergéncia dos clados. Portanto, para obter estimativas
de tempo de divergéncia mais confiaveis, taxas de substituicdo e pontos de
calibracdo especificos devem ser adotados para cada linhagem (BROMHAM & PENNY,
2003).

Apesar do possivel desvio de estimativa da cladogénese entre C. unicalcarata
e C. aff. unicalcarata, os resultados apresentados aqui ndo mudam a interpretacdo
histérica apresentada de que um antigo evento vicariante separou o0 ancestral de
Caenonomada em uma populacéo correspondendo ao ancestral de C. bruneri + C.
labrata e outra correspondendo ao ancestral de C. unicalcarata + C. aff. unicalcarata.
Posteriormente, outro evento, possivelmente relacionado as transgressdes marinhas
do Mioceno, separou a populacdo ancestral de C. bruneri e C. labrata e mais
recentemente no tempo geoldgico outro evento separou a populacao ancestral de C.
unicalcarata e C. aff. unicalcarata. Fica em aberto aqui a questdo da determinacao
do primeiro evento vicariante que separou o ancestral de Caenonomada. Ndo ha
citacbes de eventos geoldgicos ou climaticos que tenham ocorrido ha
aproximadamente 11Ma que possam explicar a formacdo de alguma barreira que

tenha dividido a populacao ancestral de Caenonomada.
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Deve-se destacar que as evidéncias para as inferéncias acerca do momento
de ocorréncia dos eventos responsaveis pela diversificagdo da biota das areas
abertas da América do Sul sdo escassas ha literatura, impossibilitando a
comparacdo do padrdo encontrado para Caenonomada com o0s de outros
organismos. Os dois eventos do Terciario, citados na literatura, que possivelmente
afetaram a biota da diagonal de formacdes abertas secas: o soerguimento do
Planalto Central Brasileiro (p. ex. SiLvA, 1995) e o Mar Paranaense (p. ex. COLLI,
2005) sédo considerados de forma especulativa, carecendo de dados mais
consistentes para corroborar seu papel na diversificagdo bioldgica.

A relacao estrita, tanto da Caatinga como do Cerrado com o Chaco, sugerida
pelo cladograma de taxons e areas (Figura 8), sugere que este seja um componente
hibrido com um Chaco mais seco proximamente relacionado a Caatinga e um Chaco
umido estritamente relacionado ao Cerrado. O relacionamento entre Chaco e
Caatinga tem sido sugerido para outros grupos de abelhas proximamente
relacionados que ocorrem nessas areas (p. ex. AGUIAR & MELO, 2008; VIVALLO &
MELO, 2009). Outra hipétese de relacionamento para a diagonal de areas abertas,
obtida a partir de dados de angiospermas, vertebrados e insetos, mostra a Caatinga
ocupando uma posicdo isolada e basal no cladograma de areas (PRADO & GIBBS,
1993; MORRONE & COSCARON, 1998; PRADO, 2000; PENNINGTON et al., 2000, 2004;
CoLLl, 2005; PoRzeCANSKI & CRACRAFT, 2005; WERNECK & CoLLl, 2006; RAMOS &
MeLO, 2010). No entanto, a biota da Caatinga contém espécies endémicas de
diferentes idades, algumas das quais se diferenciaram apenas recentemente e
possuem uma estreita relacdo com espécies do Chaco, como parece ser o caso de
C. unicalcarata e C. aff. unicalcarata e de outras abelhas da tribo Tapinotaspidini
(ver AGUIAR & MEeLO, 2008). Dados mais consistentes para corroborar a
diferenciacéo recente entre Chaco e Caatinga serdo obtidos com o calculo do tempo
de divergéncia baseado também em dados de genes nucleares. Além disso, a
integracdo de abordagens distintas como a modelagem de nicho das espécies de
Caenonomada na época da divergéncia entre elas permitirdo visualizar como as
areas abertas da Ameérica do Sul estavam relacionadas e assim poderemos inferir de
forma mais critica quais foram 0s provaveis eventos vicariantes responsaveis pela

diversificacao do género.
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APENDICES

APENDICE 1: Matriz de caracteres. Onde: COI, do carater 1 ao 618; 16S do carater
619 ao 1129; wingless do carater 1130 ao 1472, sendo que do carater 1276 ao 1392
corresponde a regido intrénica e o restante aos éxons; e EF-1U do car §ter 1

2387, sendo que entre os caracteres 1986 e 2211 se encontra o intron.

oo oo oo ool el o] o] el
5 15 25 35 45 55 65 75

C.labrata  [GWO1] KKTATATGAT CTGGAATAAT CGGAACATCA ATAAGATTTA TTATTCGAAT AGAATTAAGA ACTCCAGGAA GATGAATTAA
C.labrata  [GWOS5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO6] GCWATATGAT MCSGAATAAT TGGAACATCA ATAAGATTTA TTATTCGAAT AGAATTAAGAA  CTCCAGGAA GATGAATTAA
C.bruneri  [GW11] GMKWTRWSAK SYSRMATAWY TGRAASATMW WKRWGATTTA TTWKTCSMMY WGAAKTWWRA ACYCMAKKAA GATGAATTAA
C. unicalcarata [Gwo2] GCTATATGAT CAGGTATAAY TGGTACATCT AKRAGATTTA TTATTCGAAK AGAATTAAGA GCACCAGGCA GA TGAATTAA
C. unicalcarata [GWo4] GCTATATGAT CAGGTATAAT TGGTACATCT ATAAGATTTA TTATTCGAAT AGAATTAAGA GCACCAGGCA GATGAATTAA
C. unicalcarata [GW12] GCTRTATGAT CAGGTATAAT TGGTACATCT ATAAGATTTA TTATTCGAAT AGAATTAAGA GCACCAGGCA GATGAATTAA
C. unicalcarata  [GW14] GCTATATGAW CAGGTATAAT TGGTACATCT ATAAGATTTA TTATTCGAAT AGAATTAAGA GCACCAGGCA GATGAATTAA
C. aff. unicalcarata  [GW03] TKYWTWWKWT YWKKTATAAT CRGWAMRYMA WYAWSAKWMW TTWWTYRAWT WKWWMTAAKA RSMSCASKYW RATKMAYWWA
C. aff. unical carata [GW03] GCAATATGAT CAGGTATAAT CGGTACATCA ATAAGATTCA TTATTCGAAT AGAACTAAGA GCCCCAGGCA GATGAATTAA
L. betinae  [GWO7] GYRYWAKKRW SKRKAATRAW CRKAAMKWYT WKRWGATTTW TTRKKCGGAY AGAATTWWRA RMTCCTGGAA ATTGGATTAG
T. serraticornis [GWO8] GCTCTATGAT CCGGAATAAT AGGAACTTCA ATAAGATTTA TTATTCGTAT AGAATTAAGA GTCCCAGGAA ATTGAATTAA
M. haemorrhoidalis [GW09]  GCWKTATGRT CTGGTATAAT AGGAACTTCT ATAAGTTTTA TTATTCGTAT AGAATTAAGA GCTCCAGGTA ATTGAATTTC
C.muelleri  [GW10] GCTAT ATGAG CAGGAATAAT TGGMWYWYYW RTRAGATTTA TTATTCGAAT AGAATTAAGW GMTCCAGGGG AATTGATTGG
500 OO OO OO0 VOO OO OO OO 1OV IO OO OO O
85 9 5 105 115 125 135 145 155
C.labrata  [GWO1] TAATGATCAA ATCTATAATT CAATTGTAAC TGCTCATGCA TTCCTAATAA TCTTTTTTAT AGTTATACCA TTCATAATTG
C.labrata  [GWOS5] NNNNNNNNNN N NNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO6] TAATGACCAA ATTTATAATT CAATCGTTAC TGCCCATGCA TTTCTTATAA TTTTTTTTAT AGTTATACCA TTTATAATTG
C.bruneri  [GW11] TWWTGACCAA ATTTATAATT CA ATCGTTAC TGCCCATGCA TTTCTTATAA TTTTTTTTAT AGTTATACMA TTTATAATTG
C. unicalcarata [GW02] TAATGATCAA ATTTATAACT CAATTGTTAC AGCTCATGCA TTTTTAATAA TTTTTTTTAT AGTTATACCT TTTATAATTG
C. unicalcarata [Gwo4] TAATGATCAA ATTTATAACT CAATTGTTAC AGC ~ TCATGCA TTTTTAATAA TTTTTTTTAT AGTTATACCT TTTATAATTG
C. unicalcarata [ew12] TAATGATCAA ATTTATAACT CAATTGTTAC AGCTCATGCA TTTTTAATAA TTTTTTTTAT AGTTATACCT TTTATAATTG
C. unicalcarata [GW14] TAATGATCAA ATTTATAACT CAATTGTTAC AGCTCATGCATTTT  TAATAA TTTTTTTTAT AGTTATACCT TTTATAATTG
C. aff. unicalcarata  [GWO03] YAATKAWCAM WTYTWYAWYW CMAWWKWKMM WSCTMWYSCM WKWYWWATRR KWKTMTTKRK ARWTRKAYYM WTTMYARTWR
C. aff. unicalcarata  [GW03] TARWGATCAA ATTTATAACT CAATTGTTAC AGCTCATGCA TTTTTAATAA TTTTC TTTAT AGTTATACCC TTTATAATTG
L. betinae  [GWO7] AAATGATCAA ATTTATAATT CAATTGTTAC AGCTCATGCA TTTTTAATAA TTTTTTTTAT GGTTATACCA TTTATAATTG
T. serraticornis [GWO8] TAATGATCAA ATTTATAACT CAATTGTAAC AGCCCATGCA TTTTTAATAA TTTTTTTTAT AGTAAT  ACCA TTTATAATTG
M. haemorrhoidalis [GW09]  TAATGATCAA GTTTATAATT CTATCGTAAC AGCTCATGCA TTTTTAATAA TTTTTTTTTT AGTTATACCT TTCATAATTG
C.muelleri  [GW10] TAATGATCAA ATTTATAATT CTATTGTAMC AGCTCATGCT TTTTTAATAA TTTTTTTTAT AGTTATACCT TTTATAA TG

OO OO OO OO Y Y T OO IO OO OO OO OO O
165 175 185 195 205 215 225 235

C. labrata [Gwo01] GAGGATTTGK AAATTGATTA ATTCCAATAA TACTAGGAGC CCYTGATATA GCTTTCCCAC GAATAAACAA TATTAGATTT

C. labrata [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.b runeri  [GWO06] GAGGATTTGG AAATTGATTA ATTCCTATAA TATTAGGAGC CCCTGATATA GCTTTCCCAC GAATAAATAA TATTAGATTT

C. bruneri [Gw11] GAGGATTTGG AAATTGATTA ATTCCTATAA TATTAGGAGC CCCTGATATA GCTTTCCCAC GAATAAATAA TATTAGATTT

C. unicalcarata [GWO02] GAGGATTTGG AAATTGATTA ATCCCTATAA TACTAGGAGC TCCTGATATA GCTTTTCCTC GAATAAATAA TATCAGATTT

C. unicalcarata [GWO04] GAGGRKKKGG RWAKKGATTA ATCCCTAYAW TACTARKAKC TCMTGWTATA GCTTTTCCTC GAATAAATAA TATCAGATTT

C. unicalcarata [Gw12] GAGGATTTGG AAATTGATTA ATTCCTATAA TACTAGGAGC TCCTGATATA GCTTTTCCTC GAATAAATAA TATCAGATTT
C. unicalcarata [GW14] GAGGATTTGG AAATTGATTA ATCCCTATAA TACTAGGAGC TCCTGATATA GCTTTTCCTC GAATAAATAA TATCAGATTT

C. aff. unicalcarata [GWO03] KAKKAKK ~ MGS WMMTKRRWYA MYTYYMMTMR WATKAGGAGC TCCTGATATA GCCTTTCCTC GAATAAATAA TATCAGATTT
C. aff.  unicalcarata [GW03]  GAGGATTCGG AAATTGATTA ATTCCAATAA TATTAGGAGC TCCTGATATA GCCTTTCCTC GAATAAATAA TATTAGATTT

L. betinae [GWO07] GTGGATTTGG AAATTGAR ATTCCAATAA TATTAGGGTC TCCTGATATA GCATTCCCAC GTATAAATAA TATTAGATTT

T. serraticornis [GW08] GAGGATTTGG AAATTGATTA ATTCCTTTAA TACTTGGAGC TCCTGATATA GCTTTCCCCC GAATAAATAA TATTAGTTTT

M. haemorrhoidalis [GWO09] GAGGATTTGG TAATTGATTAATTCCTTTA A TATTAGGAAC TCCAGATATA GCTTTCCCTC GAATAAATAA TGTCAGATTT

C. muelleri [GW10] GTGGGTTTGG TAATTGATTG GTTCCTATAA TATTAGGGGC TCCTGATATA GCTTTTCCAC GAATAAATAA TATTAGGTTT

OO OO OO 1 OO O O O 0000 OO T OO OO OO T I
245 255 265 275 285 295 305 315

C. labrata [GWO01] TGATTACTAC CAGCTTCATT AATTTTATTA TTAATTA GAA ACATATTTAA TTTAACTCCA GGAACAGGAT GAACAGTTTA
C. labrata [GWO05] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. bruneri [GWO06] TGATTACTAC CAGCCTCATT AATTTTACTT TTAACAAGAA ATATATTT AA TTTAACTCCA GGTACAGGAT GAACAGTATA

C. bruneri [GW11] TGATTACTAC CAGCTTCATT AATTTTACTT TTAACAAGAA ATATATTTAA CTTAACTCCA GGTACAGGAT GAACAGTATA

C. unicalcarata [GWO02] TGATTACTCC CAGCTTCATT AATTTTACTA TTAACAAGAA ACTTATTTAA CCTAACCCC A GGTACAGGTT GAACAGTTTA

C. unicalcarata [GWO04] TRATTACTCC CAGCTTCATT AATTTTACTA TTAACAAGAA ACTTATTTAA CCTAACCCCA GGTACAGGTT GAACAGTTTA

C. unicalcarata [GW12] TGATTACTCC CAGCTTCATT AATTTTACTA TTAACAAGAA ACTTATTTAA CCTAACCCCA GGTACAGGTT GAACAGTTTA

C. unicalcarata [GW14] TGATTACTCC CAGCTTCATT AATTTTACTA TTAACAAGAA ACTTATTTAA CCTAACCCCA GGTACAGGTT GAACAGTTTA

C. aff.  unicalcarata [GW03] TGACTACTAC CAGCTTCCTT AATTTTACTT TTAACAAGAA ATTTATTTAA CTTAACTCCA GGCACAGGTT GAACAGTTTA

C. aff. unicalcarata [GWO03] TGACTACTAC CAGCTTCCTT AATTTTACTT TTAACAAGAA ATTTATTTAA CTTAACCCCA GGCACAGGTT GAACAGTTTA

L. betinae [GWO07] TGATTATTAC CCATTTCTTT AATCTTACTA TTATTAAGAA ATATATTTGA TTTAACCCCA GGAACAGGAT GAACTGTTTA
T. serratic ornis  [GWO08] TGATTATTAC CAGTTTCGCT AATTATATTA TTATTAAGTA ATCTTTTTGA TATAACACCT GGAACAGGAT GAACTGTATA

M. haemorrhoidalis [GWO09] TGATTTCTCC CAACTTCTTT AATTTTATTA CTTTTAARAA ATATATTCAA TCTAACTCCA GGAACAGGAT GAACTATTTA

C. muelleri [GW10] TGATTATTGC CAGGATCTTT ATTATTATTA TTATTAAGAA ATATATTTAA GTTAACTCCT GGTACAGGTT GAACTGTTTA
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C.labrata  [GWO1] TCCTCCTTTA TCTTCTTATT TATTTCACGC ATCACCATCT ACTGATATAT TAATCTTCTC TTTACATATT TCAGGAGCAT
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] TCCTCCTTTA TCTTCTTATT TATTTCATGC ATCTCCATCC ACTGATATAT TAATTTTTTC TTTACATATT TCAGGAGCAT
C.bruneri  [GW11] TCCTCCTTTA TCTTCTTATT TATTTCATGC ATCTCCATCC ACTGATATAT TAATTTTTTC TTTACATATT TCAGGAGCAT
C. unicalcarata [GW02] CCCGCCATTA TCTTCTTATT TATTCCATGC TTCCCCCTCT ACTGATATAT TAATTTTCTC TTTACACATT TCAGGTGCAT
C. unicalcarata [GW04] CCCACCWTTA TCTTCTTATT KATYCCMTGC TTCCCCCTYY MMKGAYAYWT WMMWTKTYWC TWYWYRYMTY YYMKRTRYAW
C. unicalcarata [GW12] CCCACCATTA TCTTCTTATT TATTCCATGC TTCCCCCTCT ACTGATATAT TAATTTTCTC TTTACACATT TCAGGTGCAT
C. unicalcarata [GW14] CCCACCATTA TCTTCTTATT TATTCCATGC T TCCCCCTCT ACTGATATAT TAATTTTTTC TTTACACATT TCAGGTGCAT
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TCCTCCGCTA TCCTCTTATT TATTCCATGC TTCACCCTCT ACTGATATAT TAATTTTTWC CTTACATATT TCAGGTGCAT
C. aff. unicalcarata ~ [GWO03] TCCCCCGCTA TCCTCTTATT TATTCCATGC TTCACCCTCT AC TGATATAT TAATTTTTTC CTTACATATT TCAGGTGCAT
L. betinae  [GWO7] CCCACCATTA TCTTCATACC TATTTCATAT ATCTCCTTCA GTTGATTTAG TAATTTTTTC TTTACATATT TCTGGAATAT
T. serraticornis [GW08] CCCCCCTCTA TCATTATATA TATTTCATAT AACTCCATCA GTTGATTTTG TAA  TTTTTTC TTTACATATT TCAGGAATTT
M. haemorrhoidalis [GW09]  CCCTCCCTTA TCTTTACATA TATTTCATTC TTCCCCTTCA GTAGATTTTA TAATTTTCTC TCTTCATATT TCTGGAGTAT
C.muelleri  [GW10] TCCTCCTTTA TCTTCTTATA TATTTCATGC TAGACCTTCT GTTGATTTAT TAATTTTTTC ATTA CATATT TCAGGAGCTT
OO OO OO OO 1 Y 1Y T OO IO OO OO0 OO OO O
405 415 425 435 445 455 465 4 75
C.labrata  [GWO1] CATCAATTAT AGGAGCAATC AATTTCATAA TTACAATTAT AATAATAAAA AATTGATCAA TAAATTATGA TCAAATTTCA
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN SSSNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] CATCAATTAT AGGAGCAATT AACTTTATAA TTACAATTAT AATAATAAAA AATTGATCAA TAAATTATGA TCAAATCTCA
C.bruneri  [GW11] CATCAATTAT AGGAGCAATT AACTTTATAA TTACAATTAT AATAATAAAA AATTGATCAA TAAATTATGA TCAAATCTCA
C. unicalcarata  [GWO2] CATCAATTAT AGGAGCAATC AATTTTATAA TTACAATTAT AATAATAAAA AATTGATCAA TAAATTATGA TCAAATTTCA
C. unicalcarata [GW04] MWKCRWTTAT AGKWSMAWKY MMTTTKAWMA WTACWWKWRK ARKRWKAMRR RMKKKRTSWA YRMRYTWYRR KSMMMTKYYM
C.unicalcarat  a [GW12] CATCAATTAT AGGAGCAATC AATTTTATAA TTACAATTAT AATAATAAAA AATTGATCAA TAAATTATGA TCAAATTTCA
C. unicalcarata [GW14] CATCAATTAT AGGAGCAATC AATTTTATAA TTACAATTAT AATAATAAAA AATTGATCAA TAAATTATGA TCAAATTTCA
C. aff. unicalcarata  [GWO03] CCTCCAYTAT AGGAGCAATT AAWTTWWWMW TTAYAWTTAW AATMAKAAAA ARTTGRWMMM TWAAYTATSA YYWWWTTTCR
C. aff. unicalcarata  [GWO03] CCTCCATTAT AGGAGCAATT AATTTTATAA TTACAATTAT AATAATAAAA AATTGATCAA TAAATTATGA TCAAATTTCA
L betinae  [GWO7] CATCATTAT GGGGGCAATA AATTTTATAA TTACTATTAT AATAATAAAA AATTTTTCAA TAAATTATGA TCAAATTTCT
T. serraticornis [GWO08] CATCAATTAT AGGAGCTATT AATTTTATAG TTACAATTAT ATTAATAAAA AATTTATCAA TAAATTATGA TCAAATTTCT
M. haemorrhoidalis [GWO09]  CTTCAATTAT AGGAGC  TATA AATTTTATAG TAACTATTAT TTTAATAAAA AATTTTTCTA TAAATTATGA TCAAATTTCA
C.muelleri  [GW10] CATCTATTAT AGGGGCAATA AATTTTATAG TAACAATTAT AATAATAAAA AATATATCTA TAAATTATGA TCAAATTTCT
e o] e oo oo oo el o]
485 495 505 515 525 53 545 555
C.labrata  [GWO1] TTATTTTCCT GATCAGTTTT TATT ACTGCA ATTTTACTTC TAATTTCACT ACCAGTATTA GCCGGAGCCA TTACAATACT
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] CTATTTTCCT GATCAGTTTT TATCACTGCA ATCTT ACTTA TTGTATCATT ACCAGTTCTA GCTGGAGCAA TCACAATACT
C.bruneri  [GW11] CTATTTTCCT GATCAGTTTT TATCACTGCA ATCTTACTTA TTGTATCATT ACCAGTTCTA GCTGGAGCAA TCACAATACT
C. unicalcarata [GW02] TTATTTTCTT GATCAGTTTT TATTACCGCT ATTTTACTTT TATTTT CTTT ACCAGTTCTA GCTGGAGCTA TTACTATACT
C. unicalcarata [GW04] WWMTWWWCYY GMTMRKTWTW KMYYMMMGYT ATTTTACTTT TATTTTCTTT ACCAGTTCTA GCTGGAGCTA TTACTATACT
C. unicalcarata [GW12] TTATTTTCTT GATCAGTTTT TATTACCGCT ATTTTACTTT TATTTTCTTT ACCAGTT ~ CTA GCTGGAGCTA TTACTATACT
C. unicalcarata [Gw14] TTATTTTCTT GATCAGTTTT TATTACCGCT ATTTTACTTT TATTTTCTTT ACCAGTTCTA GCTGGAGCTA TTACTATACT
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TTWTTCTCTT GATMAGTTTT TWTTASCGCC ATTCTACTTC TATTTTMTTT WCYWKTWCYK KYTSKWIBSTTACTATACT
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TTATTCTCTT GATCAGTTTT TATTACCGCC ATTSDACWYC TATTTTCTTT ACCAGTTCTT GCTGGAGCTA TTACTATACT
L. betinae  [GWO7] TTATTTTCTT GATCAGTTTT TATTACAGCA ATTTTATTAT TATTATCATT ACCAGTATTA GCAGGAGCAA TCACARTAT
T. serraticornis [GW08] TTATTTTCTT GATCAGTTTT TATTACAGCA ATTTTATTAT TATTATCTTT ACCAGTTTTA GCAGGTGCAA TTACAATACT
M. haemorrhoidalis [GW09]  TTATTTTCCT GATCAGTATT TATTACAGCT ATTTTATTAT TATTATCTTT ACCTGTATTA GCAGGAGCAA TTACTATATT
C.muelle ri [GW10] TTATTTTCTT GATCAGTATA TATTACTGCT ATTTTATTAT TGTTATCTTT ACCTGTGTTA GCAGGGGCAA TTACTATATT
OO OO OO OO Y Y T OO IO OO OO OO OO O
565 575 585 595 605 615 625 635
C.labrata  [GWO1] ATTATTTGAT CGAAATTTTA ACACCTCATT TTTTGACCCT ATAGGAGGTG GAGATCCATC TGCCCAATGA TTTATTNAGA
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNMY YKSCCMATGA TTTATTNAGA
C.bruneri  [GWO8] ATTATTTGAT CGAAATTTTA ATACTTCATT CTTTGATCCA ATAGGAGGAG GAGWTCMYTC TGCCCAATGA TTCTTAAAAA
C.bruneri  [GW11] WKKWYWWSAW MKMAWWWWKA WWAYKYMRTT YTTKRATCCA ATAGGAGGAG GAGATCCTTC TGCCCAATGA TTCTAAAAAA
C. unicalcarata [GW02] TTTATTTGAT CGAAATTTTA ATACTTCATT TTTTGACCCA ATAGGAGGAG GAGWKCCRTC TGCCCTATGA TTTTTTNNAA
C. unicalcarata [GWo4] TTTATTTGA T CGAAATTTTA ATACCTCATT TTTTGACCCA ATAGGAGGAG GAGATCCGTC TGCCCTATGA TTTTTTNNAA
C. unicalcarata [GW12] TTTATTTGAT CGAAATTTTA ATACCTCATT TTTTGACCCA ATAGGAGGAG GAGAKSCSTC TGCCCTATGA TTTTTTNNAA
C. unicalcarata [GW14] TTTATTTGAT CGAAATTTTA ATACCTCATT TTTTGACCCA ATAGGAGGAG GWGATCYSNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GW03] TTTATTTGAC CGAAATTTTA ATACATCATT TTTTGACCCT ATAGGAGGAG GAGATCCATC TGCCCTATGA TTTTTTTAAA
C. aff. unicalcarata  [GW03] TTTATTTGAC CGAAATTTTA ATACATCATT  TTTTGACCCT ATAGGAGGAG GAGACCCATC TGCCCTATGR TTTTTTTAAA
L betinae  [GWO7] WKKAYWWSAW CGTAATTTTA ATACATCTTT TTTTGATCCA ATAGGAGGAG GAGATCCTTC TGCTCRWKKW MAWTYKNNNN
T. serraticornis [GWO8] TTTATTTGAT CGTAATTTTA ATACTTCTTT TTTTGACCCTA  TAGGAGKAG GGGAKCYATC TGCTCAATGA TTATAANAAA
M. haemorrhoidalis [GWO09]  ATTATTTGAT CGAAATTTTA ATACTTCTTT TTTTGACCCT ATAGGAGGAG GAGACSYYTC TGCTCAWKRA AWWWTTNNNN
C.muelleri  [GW10] WTTATTTGAT CGAAATTTTA ATACCTCATT TTTTGATCCA ATAGGGGGTG RW  RWYMYYTC TGCCCTATGA TTTNNNNNNN
OO OO U O 1 I T T OO IOV OO OO0 OO OO O
645 655 665 675 685 695 705 715
C.labrata  [GWO1] ATTTAATGGC TGCAGTATAC CTGACTGTGC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT GAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
C.labrata  [GWOS5] ATTTAATGGC TGCAGTATAC CTGACTGTGC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT GAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
C.bruneri  [GWO8] ATTTAATGGC TGCAGTATAC CTGACTGTGC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT AAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
C.bruneri  [GW11] ATTTAATGGC TGCAGTATAC CTGACTGTGC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT AAAGGCTGGAA  TGAAAGAAT
C. unicalcarata [GW02] WTTAAATGGC TGCAGWATRC CTGACTGTGC AWRGGTRGCA YAAYCAMTTG TCTTTTAAKT AAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
C. unicalcarata [GW04] ATTAAATGGC TGCAGTATAC CTGACTGTGC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT AAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
C. unicalcarata [GW12] ATTAAATGGC TGCAGTATAC CTGACTGTGC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT AAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
C. unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unica Ilcarata [GWO03] ATTAAATGGC TGCAGTATAC CTAACTGTGC RAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT AAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
C. aff. unicalcarata  [GWO03] ATTAAATGGC TGCAGYATAC CTAACTGTGC MAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT AAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
L. betinae  [GWO7] NNNAAWWAGC TGCAGTATAC CTGACTGTAC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT GAAGGCTAGA ATGAAAGAAT
T. serraticornis [GW08] ATTAAATGGC TGCAGTATAC CTGACTGTAC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT AAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
M. haemorrhoidalis [GW09] NTWA  AWWGGC TGCAGTATAA TTAACTGTAC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT AAAGGCTGGA ATGAAAGAAT
C.muelleri  [GW10] ATTAAATGGC TGCAGTATAA CTGACTGTAC AAAGGTAGCA TAATCAATTG TCTTTTAATT GAAGGCTAGA ATGAAAGAAT
o] Pl oo oo oo oo ool o]
25 735 745 755 6 77 785 795
C.labrata  [GWO1] TAATGAGATA TA AACTGTCT CATATATATT AAATGAATTT AAAATTTTAG TAAAAATGCT TAAATTTTAT TATGGGACGA
C.labrata  [GWO5] TAATGAGATA TAAACTGTCT CATATATATT AAATGAATTT AAAATTTTAG TAAAAATGCT TAAATTTTAT TATGGGACGA
C.bruneri  [GWOB] TAATGAGATA TAAACTGTCT CAT ATATATT AAATGAATTT AAAATTTTAG TAAGAATGCT TAAATTTTAT TATGGGACGA
C.bruneri  [GW11] TAATGAGATA TAAACTGTCT CATATATATT AAATGAATTT AAAATTTTAG TAAGAATGCT TAAATTTTAT TATGGGACGA
C. unicalcarata [GW02] TRATGAGATA TAAACTGWCT CGTATGTATT AAAT  GAAATT AAAATTTTAG TAAAAATGCT TAAATTTTAT TATGGGACGA
C. unicalcarata [GWo4] TAATGAGATA TAAACTGTCT CGTATGTATT AAATGAAATT AAAATTTTAG TAAAAATGCT TAAATTTTAT TATGGGACGA
C. unicalcarata [Gw12] TAATGAGATA TAAACTGTCT CATATGTATT AAATGAAATT AAAAT  TTTAG TAAAAATGCT TAAATTTTAT TATGGGACGA
C. unicalcarata [GwW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TAATGAGATA TAAACTGTCT CATATATATT AAATGAAATT AAAATTTTAG TAAAAA TGCT TAAATTTTAT TATGGGACGA
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TAATGAGATA TAAACTGTCT CATATATATT AAATGAAATT WAAATTTTAG TAAAAATGCT TAAATTTTAT TATGGGACGA
L. betinae  [GWO7] TAATGAAATA TATACTGTCT CAATTGTAAT TAATGAAATT AAATTTTTAG TTAAAATGCT AAAATAT TATGGGACGA
T. serraticornis [GW08] TAATGAAATA TATACTGTCT CAATTATAAT TATTGAATTT AAATTTTTAG TAAAAATGCT AAAATTTAAT TATGGGACGA
M. haemorrhoidalis [GW09]  TAATGAAATA TATACTGTCT CTTGTATATT AAATGAATTT AAATTTTTAG TAAAAATGCT TAAATAGAAT TATGGGAC GA
C.muelleri  [GW10] TAATGAAATA TATACTGTCT CAATTATATA AATTAAAATT ATATTTTTAG TAAAAATACT AAAATATTAA TATGGGACGA
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C.labrata  [GWO1] TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTNATGAT TATTTTTATG TATAAATTGA TTTTGATATT ATNNAGAAGT AATTNTTAAN
C.l abrata [GWO5] TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTNATGAT TATTTCTATA TATAAATTGA TTTTGATATT ATNNAGAAGT AATTNTTAAN
C.bruneri  [GWO8] TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTNATTAT TATTTTTGTA TATAGATAGA TTTTTGTANT ATNNNTAAAG TATTATTAAN
C.bruneri  [GW11] TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTNATTAT TATTTTTGTA TATAGATAGA TTTTTGTANT ATNNNTAAAG TATTATTAAN
C. unicalcarata [GW02) TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTNATAAT TATTTAAATA TATATANAGA TTTTGATANT ATNNATAAAT AATTTTTAAN
C. unicalcarata [GW04] TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTNATAAT TATTTAAATA TATATANAGA TTTTGATANT ATNNATAAAT AATTTTTAAN
C. unicalcarata [GW12] TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTNATAAT TATTTAAATA TATATANAGA TTTTGATANT ATNNATAAAT AATTTTTAAN
C. unicalcarata [GW14] NNNNNNN NNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata ~ [GWO03] TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTNATAAT TATTTAAATA TATATANAGA TTTTGATAAT ATNNATAAAT AATTTTTAAN
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TAAGACCCTA TAGAATTT TA TATTNATAAT TATTTAAATA TATATANAGA TTTTGATAAT ATNNATAAAT AATTTTTAAN
L. betinae  [GWO7] TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTGATAAT TAATTAAATA TTAATANNNN TTTTTNNNNT ATNNNTAATT AATTATTAAN
T. serraticornis [GW08] TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATNNNNNN N NNNNNNAATT TATTAATAAA TTTTAATTTT ATCAATAAAT ATTTGTTAAT
M. haemorrhoidalis [GWO09]  TAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTTATTAA ATTTTTTACT GAAATTTAAA TTTTAATANN NNNNNNNNNN NNNNNNNAAN
C.muelleri  [GW10] CAAGACCCTA TAGAATTTTA TATTNAAAAT TAAATAAATT TNTATTNTGA TTTTTTTNNT AANNTTAATT TAATTTTAAN
o] e Fooed oo eeeleon eonloonl ool ool ool
885 895 905 915 925 935 945 955
C.labrata  [GWO1] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATTAA ATTTATTTAA CNNTTTATAA TTTTANNTTT TATNNNTTTC TTTAATTTTA
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATTAA ATTTATTTAA CNNTTTAT AA TTTTANNTTT TATNNNTTTC TTTAATTTTA
C.bruneri  [GWO8] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATTAA ATTTATTTAA CNNTTTATAA NTTTAAATTA AATNNNTTTC TTTAATTTTA
C.bruneri  [GW11] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATTAA ATTTATTTAA CNNTTTATAA NTTTAAATT A AATNNNTTTC TTTAATTTTA
C. unicalcarata [GW02) NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATTAA ATTTATTTAA CNNTTTATAA GTTTAAGATT TATNNNTAAC TATAATTTTA
C. unicalcarata [GW04] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATTAA ATTTATTTAA CNNTTTATAA GTTTAAGATT TATNNNTAAC — TATAATTTTA
C. unicalcarata [GW12] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATTAA ATTTATTTAA CNNTTTATAA GTTTAAGATT TATNNNTAAC TATAATTTTA
C. unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata ~ [GWO03] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATTAA ATTTATTTAA CNNTTTATAA ATTTTAGATT TATNNNTATC TATAATTTTA
C. aff. unicalcarata  [GWO03] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATTAA ATTTATTTAA CNNTTTATAA ATTTTAGATT TATNNNTATC TATAATTTTA
L betinae  [GWO7] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATTATTAA ATTTATGAAA CNNTTTANNA TTTTAANNNN NATNNNTTTC TATGATTTTA
T. serraticornis [GWO08] AAAATTATAT TTTATTGGGA GGATAATTAA ATTTAGTAAA CNNTTTANNN NNNNNNNATT TATTTATAAC TATGATTATA
M. haemorrhoidalis [GW]  NNNNNNNTAT TTAGTTGGGA GGATATTTAA ATTTAATAAA CNNNNNNNNN NTTTAATTAT AATNNNTTTC TATAATTTTA
C.muelleri  [GW10] NNNNNNNTAT TTGATTGGGA GGATAATAAA ATTTAATAAA CTTTTTATAG CTTTATAATT NNNNNNNNNC TATAATTATA
O EOO OO OO Y 1Y T O I OO OO OO OO O
965 975 985 995 1005 1015 1025 1035
C.labrata  [GWO1] GAATNATTAN AATAGAATTT TTATTAAAAA ATTTTAGAAT AAATTACCTT AGGGATAACA GCGTAATATT CTTTTGAGAG
C.labrata  [GWO5] GAATNATTAN AATAGAATTT TTATTAAAAA ATTTTAGAAT AAATTACCTT AGGGATAACA GCGTAATATT CTTTTGAGAG
C.bruneri  [GWO8] GAATNATAAN NNATGAATTT TTATTAAAAA ATTGTAGAAT AAATTACCTT AGGGATAACA GCGTAATANT CTTTTGAGAG
C.bruneri  [GW11] GAATNATAAN NNATGAATTT TTATTAAAAA ATTGTAGAAT AAATTACCTT AGGGATAACA GCGTAATANT CTTTTGAGAG
C. unicalcarata [GW02] GAATNATATN NTTAGAATTT T TATTAAAAA ATTATAGAAT AAATTACCTT AGGGATAACA SCGTAATATT CTTTTGATAG
C. unicalcarata [GW04] GAATNATATN NTTAGAATTT TTATTAAAAA ATTATAGAAT AAATTACCTT AGGGATAACA GCGTAATATT CTTTTGATAG
C. unicalcarata [GW12] GAATNATATN NTTAGAATTT TTATTAAAAA AT TATAGAAT AAATTACCTT AGGGATAACA GCGTAATATT CTTTTGATAG
C. unicalcarata [Gw14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GWO03] GAATNATATN AATAGAATTT TTATTAAAAA ATTATAGAAT AAA TTACCTT AGGGATAACA SCGTAATATT YTTTTGATAG
C. aff. unicalcarata  [GWO03] GAATNATATN AATAGAATTT TTATTAAAAA ATTATAGAAT AAATTACCTT AGGGATAACA SCGTAATATT CTTTTGATAG
L. betinae  [GWO7] GAATNAAATN NATTTGATTT TTATTAAACA TTATAAGATA AAATTACCTT AGABACA GCGTAATATT CTTTTGAGAG
T. serraticornis [GW08] GAATNAATAN TAAGGATTTT TTAATAAAGA TTTTAAAAAT AAATTACCTT AGGGATAACA GCGTAATATT CTTTTTAGAG
M. haemorrhoidalis [GWO09]  GAGTAATTAA AATTGATCTA ATAATATTAA ATTTAAGAAA AAATTACCTT AGGGATAACA GCGTA ATATT CTTTTGAGAG
C.muelleri  [GW10] GAATNATATA AATTGATCTT TTAATAAAAA TTTATAGAAT AAATTACCTT AGGGATAACA GCGTAATANT CTTTTGAGAG
e oo ool ool oo el o] e .
1045 1055 1065 1075 1085 1095 1105 1115
C.labrata  [GWO1] TTCATATTGA TAAAGATGAT TGCGACCTCG ATGTTGAATT AAGATTAATT TTAAATGCAG GAGTTTAAAT TTT  AAGTTTG
C.labrata  [GWO5] TTCATATTGA TAAAGATGAT TGCGACCTCG ATGTTGAATT AAGATTAATT TTAAATGCAG GAGTTTAAAT TTTAAGTTTG
C.bruneri  [GWO6] TTCATATTGA TAAAGATGGT TGCGACCTCG ATGTTGAATT AAGATTAATT TTAAATGCAG GAGTTTAAAT TTYAAGTTTG
C. bruneri [GW11] TTCATATTGA TAAAGATGGT TGCGACCTCG ATGTTGAATT AAGATTAATT TTAAATGCRG GAGTTTAAAT TTTAAGTTTG
C. unicalcarata [GW02] ATCATATTGA TAAAGATGAT TGCGACCTCG ATRTTGAATT AAGATTAATT TTAAATGCMG GAGTTTAAAT YTTAAGTTWG
C. unicalcarata [GWo4] ATCATATTGA TAAAGATGAT TGCGACCTCG ATGTTGAATT AAGATTAATT TTAAATGCAG GAGTTTAAAT TTTAAGTTTG
C. unicalcarata [GW12] ATCATATTGA TAAAGATGAT TGCGACCTCG ATGTTGAATT AAGATTAATT TTAAATGCAG GAGTTTAAAT TTTAAGTTTG
C. unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GW03] GTCATATTGA TAAAGATGAT TGCGACCTCG ATGWTGAATT AAGATAAATT TTAAATGCAG GAGTTTAAAT YTTAAGTTTG
C. aff. unicalcarata  [GWO03] GTCATA  TTGA TAWRRATGAT TGCSACCTCG ATGYKKRWWK AWGWYAAATT TWWWWKRCMK GMKTWWMWAY CYTWWKSWKY
L betinae  [GWO7] ATCTAATTGA TAAAGATGAT TGCGACCTCG ATGTTGAATT AAGATAAATT TTAAATGCAG GAGTYTMAAA ATTAWSTYTK
T. serraticornis [GWO8] TTCTTATTAA TAAAGAT GAT TGCGACCTCG ATGTTGAATT AAGATAAATT TTAAATGCAG AAGGTTAAAA ATTAAGTTTG
M. haemorrhoidalis [GWO09]  ATCTTATTGA TAAAGATGAT TACGACCTCG ATGTTGAATT AAGGAAAATT TTAAATGCAG GAGTTTAAAT TTTAAGTCTG
C.muelleri  [GW10] ACCTTATTAA TAAAGATGAT TGCGACCT CG ATGTTGAATT AAGATAAATT TTAAATGCAG GAGTTTAAAA ATTAAGTTTG
OO OO U O 1 I T T OO IOV OO OO0 OO OO O
1125 1135 1145 1155 1165 1175 1185 1195
C.labrata  [GWO1] TTCAACTTTC CGGTGCCCGC GATTGGGAAT GGGGTGGCTG TTCCGACAAC ATCGGGTACG GCTTCAAGTT CTCCCGCGAA
C.labrata  [GWOS5] TTCAACTTTN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNN NNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] TTCAACTTTS SGGKSCCYRY GATTGGGAAT GGGGTGGCTG TTCCGACAAC ATCGGATACG GCTTCAAGTT CTCCCGCGAA
C.bruneri  [GW11] TTCAWCTTTC CGGTGCCCGC GATTGGGAAT GGGGTGGCTG TTCCGAC — AAC ATCGGATACG GCTTCAAGTT CTCCCGCGAA
C. unicalcarata [GW02] TTCAACTYYC CGGTGCCCGC GATTGGGAAT GGGGTGGCTG TTCCGACAAC ATCGGATACG GCTTCAAGTT CTCCCGTGAA
C. unicalcarata [GW04] TTCAACTTTC CGGTGCCCGC GATTGGGAAT GGGGTGGCTG TTCCGACAAC ATCGGATAG GCTTCAAGTT CTCCCGTGAA
C. unicalcarata [GW12] TTCAACTTTC CGGTGCCCGM GATTGGGAAT GGGGTGGCTG TTCCGACAAC ATCGGATACG GCTTCAAGTT CTCCCGTGAA
C. unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNC CGGTGCCCGM GATTGGGAAT GGGGTGGCTG TTCCGACAAC ATCGGATACG GCTTCAAGTCCCGTGAA
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TTCAACTYYC CGGTGCCCGC GATTGGGAAT GGGGTGGTTG TTCCGACAAC ATCGGATACG GCTTCAAGTT CTCCCGTGAA
C. aff. unicalcarata  [GWO03] GYTMAMMWCY CRGKKSCCSS RRWTKGGMAT GGGGTGGCTG TTCCGMMRAC ATCGGATACG GCTTCAAGTT CTCCCGKGAA
L. betinae  [GWO7] YTCWWMYTYC CGGAGCCCGM GATTGGGAAT GGGGTGGTTG TTCCGACAAC ATTGGATACG GTTTCAAGTT CTCCCGSGAA
T. serraticornis [GW08] TTCAACTTTM YGGAGCYCGC GATTGGGAAT GGGGTGGTTG TTCCGATAAC ATCGGATACG GTTTCAAGTT CTCCCGCGAA
M. haemorr hoidalis ~ [GW09]  TTCGACTTTY SGRWGCTCGM GATTGGGAAT GGGGTGGCTG TTCGGACAAC ATCGGCTACG GCTTCAAGTT CTCCCGCGAA
C.muelleri  [GW10] TTCAACTTTN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
OO OO O T T T OO IO OO OO OO OO O
1205 1215 1225 1235 1245 1255 1265 1275
C.labrata  [GWO1] TTCGTGGACA CGGGCGAGCG AGGTCGCAAC CTGCGCGAGA AGATGAACCT GCACAACAAC GAGGCCGGCA GAGCGGTAAG
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO06] TTCGTAGACA CGGGCGAGCG AGGCCGGAAC CTGCGCGAGA AGATGAACCT GCACAACAAC GAGGCCGGCA GAGCGGTAAG
C.bruneri  [GW11] TTCGTGGACA CGGGCGAGCG TGGCCGGAAC TTGCGCGAGA AGATGAACCT GCACAACAAC GAGGCCGGCA GAGCGGTAAG
C. unicalcarata [GW02] TTCGTGGACA CGGGCGAACG AGGTCGCAAT CTGCGCGAGA AGATGAACCT GCACAACAAC GAGGCCGGCA GAGCGGTAAG
C. unicalcarata [GWo4] TTCGTCGACA CGGGCGAGCG AGGCCGCAAC TTGCGCGAGA AGATGAACCT GCACAACAAC GAGGCCGGCA GAGCGGTAAG
C. unicalcarata [GW12] TTCGTCGACA CGGGCGAGCG  AGGCCGCAAC TTGCGCGAGA AGATGAACCT GCACAACAAC GAGGCCGGCA GAGCGGTAAG
C. unicalcarata [GwW14] TTCGTCGACA CGGGCGAGCG AGGTCGCAAT CTGCGCGAGA AGATGAACCT GCACAACAAC GAGGCCGGCA GAGCGGTAAG
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TTCGTGGACA CGGGCGAGCG AGGCCGCAAC TGCGCGAGA AGATGAACTT GCACAACAAC GAGGCCGGCA GAGCGGTAAG
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TTCGTGGACA CGGGCGAGCG AGGCCGCAAC TTGCGCGAGA AGATGAACCT GCACAACAAC GAGGCCGGCA GAGCGGTAAG
L. betinae  [GWO7] TTSGTCGACA CGGGGGAGCG TGGCCGTAAT YTGCGCGATBAGCCT TCACAACAAC GAAGCCGGCA GAGCGGTAAG
T. serraticornis [GW08] TTCGTGGACA CGGGGGAACG CGGCCGCAAT CTCCGCGAGA AGATGAACCT GCACAACAAC GAAGCCGGCA GAGCGGTAAG
M. haemorrhoidalis [GW09]  TTCGTTGACA CGGGGGAGCG CGGTCGCAAT CTGCGCGAGA AGATGAATCT TCAACAAC GAAGCCGGCA GAGCGGTAAG
C.muelleri  [GW10] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
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C.labrata  [GWO1] TCTCTCTCTC TACTCCTTTN NNNTCTTTTT CTCGACTNNN NNNCCGATTC GGAGTAGCAC GGAGAACGNN NNNNNGAAGA
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] TCTTTCNNNN NNCTCCTTTN NNNTCNNNTT CTCGACTNNN NNNCCGATCG AGAGTAACGC GGAGAACGNN N NNNNGAAGA
C.bruneri  [GW11] TCTCTCNNNN NNCTCCTTTN NNNTCNNNTT CTCGACTNNN NNNCCGATCG AGAGTAACTC GGAGAACGNN NNNNNGAAGA
C. unicalcarata [GW02] TCTCTCNNNN NNCTCCTTTN NNNTCNNNTT CTCGACTNNN NNNCCGATCG AGAGTAACAC AGGGAACGNN NNNNNGAAGA
C. unicalcarata [GW04] TCTCTTNNNN NNCTCCTTTN NNNTCNNNTT CTCGACTNNN NNNCCGATCG AGAGTAACAC AGAGAACGNN NNNNNGAAGA
C. unicalcarata [GW12] TCTCTCNNNN NNCTCCTTTN NNNTCNNNTT CTCGACTNNN NNNCCGATCG AGAGTAACAC AGAGAACGNN NNNNNGAAGA
C.unicalcara ta [GW14] TCTCTCNNNN NNCTCCTTTN NNNTCNNNTT CTCGACTNNN NNNCCGATCG AGAGTAACAC AGAGAACGNN NNNNNGAAGA
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TCTCTCNNNN NNCTCCTTTN NNNTCNNNTT CTCGACTNNN NNNCCGATCG AGAGTAACAC AGAGAACGNN NNNNNGAAGA
C. aff. unicalcarata ~ [GW08] TCTCTCNNNN NNCTCCTTTN NNNTCNNNTT CTCGACTNNN NNNCCGATCG AGAGTAACAC AGAGAACGNN NNNNNGAAGA
L. betinae  [GWO7] CGTCTTCYNN NNCCCCTTGN NNNTRNNNTT CTGCTTTNNN NNNTCMATTT GAAATAGGAA GAAGAANNNN NNNNNGAARM
T. serraticornis [GW08] TCTC CCCTTN NNTTCCCTTG CACCCTATCT CCCGGCTAGC TACMCGTTGA AMCGCGGKAG GAGAAANNNN NNNNNGAGGA
M. haemorrhoidalis [GWO09]  TTTCCTNNNN NNCCCCCGCN NNNCCTGGAT ACAACCCNNN NNNCCGATCT TGCGNAACGT ACGAAAGGAG GGCACGAARA
C.muelleri  [GW10] NNNNNNNNNN NNNNN NNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
OO OO OO OO 1 Y 1Y T OO IO OO OO0 OO OO O
1365 1375 13 85 1395 1405 1415 1425 1435
C.labrata  [GWO1] TGCACGNNNN NNNNNNNNNN NGTTCGGTTC GCAGCACGTG TCCTCGGAGA TGCGGCAGGA CTGCAAGTGC CACGGCATGT
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNN NNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] TGCACGNNNN NNNNNNNNNN NGTTCGGTTT GCAGCACGTG TCCTCGGAGA TGCGGCAGGA CTGCAAGTGC CACGKCATGT
C.bruneri  [GW11] TGCACGNNNN NNNNNNNNNN NGTTCGGTTT GCAG CACGTG TCCTCGGAGA TGCGGCAGGA CTGCAAGTGC CACGGCATGT
C. unicalcarata [GW02) TGCACGCTCG CNNNNGTTTA CGATTGTTTC GCAGCACGTG TCGTCGGAGA TGCGACAGGA TTGCAAGTGC CACGGCATGT
C. unicalcarata [GW04] TGCACGCTCG CNNNNGTTTA CGATTGTTTC GCAGCACGTG TCGTC GGAGA TGCGACAGGA TTGCAAGTGC CACGGCATGT
C. unicalcarata [GW12] TGCACGCTCG CNNNNGTTTA CGATTGTTTC GCAGCACGTG TCGTCGGAGA TGCGACAGGA TTGCAAGTGC CACGGCATGT
C. unicalcarata [GW14] TGCACGTTCG CNNNNGTTTA CGATTGTTTC GCAGCACGTG TCGTCGGAGA TGCGACAGGA TTGCAAGTGC CACGGCATGT
C. aff. unicalcarata ~ [GWO03] TGCACGCTCG CNNNNGTTTA CGATTGTTTC GCAGCACGTG TCGTCGGAGA TGCGACAGGA TTGCAAGTGC CACGGCATGT
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TGCACGCTCG CNNNNGTTTA CGATTGTTTC GCAGCACGTG TCGTCGGAGA TGCGACAGGA TTGTBAACGSMMKKK
L betinae  [GWO7] AGMASSATAN NNNNNNNTTT CATCTGTTNN ACAGCACGTC TCCTCAGAGA TGCSACRGGA STGCAAATGC CMCGGCATGT
T. serraticornis [GWO08] AGCACGCTCG ANNNNNNTGT TTCTCGTGTT ACAGCACGTG TCTTCGGARA TGCGACAGGA CTGCAAGTGC CACGGERT
M. haemorrhoidalis [GBW09]  TGCACGCTGG TTGTGTGTTT CGTCTCTGTT ACAGCACGTC TCGTCGGARA TGCGACAAGA GTGCAAGTGC CACGGCATGT
C.muelleri  [GW10] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
OO OO OO O Y 1Y T OO IO OO OO OO OO0 O
1445 1455 1465 1475 1485 1495 1505 1515
C.la brata [GWO1] CCGGCTCCTG CACGGTGAAG ACCTGCTGGA TGGAAACTAA TAAATACTAT GTTACCATCA TTGATGCCCC TGGCCACAGA
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] CCGGATCCTG CACGSTGAAG ACCTGCWGGA TGGAAACTAA CAAATACTAC GTTACCATCA TTGATGCCCC TGGCCACAGA
C.bruneri  [GW11] CCGGCTCCTG CACGGTGAAG ACCTGCTGGA TGNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. unicalcarata [GW02] CCGGCTCCTG CACGGTGAAG ACCTGCTGSA TGGAAACTAA CAAATACWAT GTTACCATCA TTGATGCCCC TGGCCACAGA
C. unicalcarata [GW04] CCGGCTCCTG CACGGTGAAG ACCTGCTGGA TGGAAACTAA CAAATACTAT GTTACCATCA TTGATGCCCC TGGACACAGA
C. unicalcarata [GW12] CCGGCTCC TG CACGGTGAAG ACCTGCTGGA TGGAAACTAA CAAATACTAT GTTACCATCA TTGATGCCCC TGGCCACAGA
C. unicalcarata [GW14] CCGGCTCCTG CACGGTGAAG ACCTGCTGGA TGNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GWO03] CCGGCTCCTG CACGGTGAA G ACCTGCTGGA TGGAAACTAA CAAATACWAT GTTACCATCA TTGATGCCCC TGGCCACAGA
C. aff. unicalcarata  [GWO03] CCGGCTCSTG CRCKSTGAAG ACCWSMTRGA TGNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
L. betinae  [GWO7] CCGGATCCTG CACCGTCRAG ACCTGCTGGANNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
T. serraticornis [GW08] CCGGCTCCTG CACCGTCAAR ACCTGSTGGA TGGAAACTGC CAAGTACTAC GTTACCATCA TAGATGCCCC TGGACACAGA
M. haemorrhoidalis [GW09]  CCGGCTCCTG CACCGTGAAR ACCTGCTGGA TGGAAACTGCCAAATACTAC GTCACCATCA TTGATGCTCC CGGGCACAGA
C.muelleri  [GW10] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNGAAACTTC CAAATACTAC GTTACCATCA TTGATGCCCC TGGACACAGA
oo oo oo e o] OO O T
1525 1535 1545 1555 1565 1575 1585 1595
C.labrata  [GWO1] GATTTTATCA AGAACATGAT TACTGGTACC TCCCAGGCCG ACTGCGCTG T GTTGATCGTT GCTGCAGGTA CGGGAGAGTT
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO06] GATTTTATCA AGAACATGAT TACTGGTACC TCCCAGGCCG ACTGCGCTGT GTTGATCGTT  GCTGCAGGTA CGGGAGAGTT
C.bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. unicalcarata [GW02] GATTTTATCA AGAACATGAT TACTGGTACC TCCCAGGCCG ACTGTGCTGT GCTGATCGTT GCTGCAGGTACGGGAGAGTT
C. unicalcarata [GWo4] GATTTTATCA AGAACATGAT TACTGGTACC TCCCAGGCCG ACTGTGCTGT GCTGATCGTT GCTGCAGGTA CGGGAGAGTT
C. unicalcarata [GW12] GATTTTATCA AGAACATGAT TACTGGTACC TCCCAGGCCG ACTGTGCTGT GCTGATCGTT GCTGCAGGTA CGGGAGAGTT
C. unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GW03] GATTTTATCA AGAACATGAT TACTGGTACC TCCCAGGCCG ACTGTGCTGT GCTGATCGTT GCTGCAGGTA CGGGAGAGTT
C. aff. unic alcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
L betinae  [GWO7] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
T. serraticornis [GWO8] GATTTCATCA AGAACATGAT TACTGGTACC TCCCAGGCCG ACTGTGCCGT ACTGATCGTT GCTGCAGGTA CTGGAGAGTT
M. haemorrhoidalis [GW09]  GATTTCATCA AGAACATGAT TACTGGTACC TCCCAGGCCG ATTGCGCTGT GTTGATCGTT GCCGCTGGTA CGGGAGAGTT
C.muelleri  [GW10] GAT TTCATCA AGAACATGAT TACTGGTACC TCCCAGGCCG ACTGCGCTGT GCTGATTGTT GCTGCCGGTA CCGGAGAGTT
OO OO U O 1 I T T OO IOV OO OO0 OO OO O
1605 1615 1625 1635 1645 1655 1665 1675
C.labrata  [GWO1] CGAAGCTGGT ATCTCCAAAA ACGGACAAAC CCGTGAGCAC GCTCTGCTCG CTTTTACTCT TGGTGTAAAG CAGTTGATCG
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN N NNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] CGAAGCTGGT ATCTCCCAAA ACGGACAAAC CCGTGAGCAC GCTCTGCTCG CTTTTACCCT TGGTGTAAAG CAGTTGATCG
C.bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NN NNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. unicalcarata [GW02] CGAAGCTGGT ATCTCCAAAA ACGGACAAAC CCGTGAGCAC GCTCTGCTCG CTTTTACCCT TGGTGTAAAG CAGTTGATCG
C. unicalcarata [GW04] CGAAGCTGGT ATCTCCAAAA ACGGACAAAC CCG  TGAGCAC GCTCTGCTCG CTTTTACCCT TGGTGTAAAG CAGTTGATCG
C. unicalcarata [GW12] CGAAGCTGGT ATCTCCAAAA ACGGACAAAC CCGTGAGCAC GCTCTGCTCG CTTTTACCCT TGGTGTAAAG CAGTTGATCG
C. unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GWO03] CGAAGCTGGT ATCTCCAAAA ACGGACAAAC CCGTGAGCAC GCTCTGCTCG CTTTTACCCT TGGTGTAAAG CAGTTGATCG
C. aff. unicalcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
L. betinae  [GWO7] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
T. serraticornis [GW08] TGAGGCCGGT ATCTCGAAGA ACGGACAAAC CCGTGAGCAC GCTCTGCTCG CTTTCACCCT TGGTBAAG CAGCTGATCG
M. haemorrhoidalis [GW09]  CGAGGCCGGT ATTTCAAAGA ACGGGCAAAC CCGTGAGCAC GCTCTGCTCG CTTTCACCCT CGGTGTAAAG CAGTTGATCG
C.muelleri  [GW10] TGAAGCTGGT ATCTCCAAGA ACGGACAAAC CCGTGAGCAC GCTCTGCTCG CTTTCACCCT TGGTGTAAAG CAGCTGATCG
OO OO O T T T OO IO OO OO OO OO O
1685 1695 1705 1715 1725 1735 1745 1755
C.labrata  [GWO1] TTGGTGTGAA CAAAATGGAC TCCACTGAGC CACCATACTC TGAAACTCGT TTCGAGGAAA TCAAGAAAGA AGTATCATCT
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.b runeri  [GWO06] TTGGTGTGAA CAAAATGGAC TCCACTGAGC CACCATACTC TGAAACTCGT TTCGAGGAAA TCAAGAAAGA AGTATCATCT
C.bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. unicalcarata [GW02] TTGGTGTGAA CAAAATGGAC TCCACTGAGC CACCATACTC CGAAACTCGT TTCGAGGAAA TCAAGAAAGA AGTATCATCT
C. unicalcarata [GWo4] TTGGTGTGAA CAAAATGGAC TCCACTGAGC CACCATACTC CGAAACTCGT TTCGAGGAAA TCAAGAAAGA AGTATCATCT
C. unicalcarata [GW12] TTGGTGTGAA CAAAATGGAC TCCACTGAGC CACCATACTC CGAAACTCGT TTCGAGGAAA TCAAGAAAGA AGTATCATCT
C. unicalcarata [GwW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GWO03] TTGGTGT GAA CAAAATGGAC TCCACTGAGC CACCATACTC CGAAACTCGT TTCGAGGAAA TCAAGAAAGA AGTATCATCT
C. aff. unicalcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
L. betinae  [GWO7] NNNNNNNNNN NNNNNNRWNNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
T. serraticornis [GW08] TTGGTGTGAA CAAGATGGAT TCCACTGAAC CACCATACTC CGAAACTCGT TTCGAAGAAA TCAAGAAAGA AGTATCGTCT
M. haemorrhoidalis [GBW09]  TTGGTGTGAA CAAAATGGAC TCCACCGAA C CGCCGTATTC TGAATCCCGT TTCGAAGAAA TCAAGAAAGA AGTGTCATCT
C.muelleri  [GW10] TTGGTGTCAA CAAGATGGAC TCTACCGAGC CACCATACTC CGAAACTCGT TTCGAAGAAA TCAAGAAAGA AGTGTCCTCT
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labrata  [GWO1] TATATTAAGA AGATCGGTTA CAACCCTGCA GCTGTT GCAT TCGTGCCAAT TTCTGGCTGG CACGGAGATA ACATGTTGGA
labrata  [GWOS5) NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
bruneri  [GWO06) TATATTAAGA AGATCGGTTA CAACCCTGCG GCTGTTGCGT TCGTGCC ~ AAT TTCTGGCTGG CACGGAGATA ACATGTTGGA
bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
unicalcarata [GW02] TATATTAAGA AGATCGGTTA CAACCCTGCG GCTGTTGCAT TCGTGCCAAT TTCCGGCT GG CACGGAGATA ACATGTTGGA
unicalcarata [GW04] TATATTAAGA AGATCGGTTA TAACCCTGCG GCTGTTGCAT TCGTGCCAAT TTCCGGCTGG CACGGAGATA ACATGTTGGA
unicalcarata [GW12] TATATTAAGA AGATCGGTTA CAACCCTGCG GCTGTTGCAT TCGTGCCAAT TTCCGGCTGG CACGGAGAR ACATGTTGGA
unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
aff. unicalcarata  [GWO03] TATATTAAGA AGATCGGTTA YAACCCTGCG GCTGTTGCAT TCGTGCCAAT TTCCGGCTGG CACGGAGATA ACATGTTGGA
aff. unicalcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
betinae  [GWO7] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
serati  cornis  [GWO08] TATATTAAGA AGATCGGTTA CAACCCCGCT GCTGTTGCTT TCGTGCCAAT TTCTGGCTGG CACGGAGACA ATATGTTGGA
haemorrhoidalis [GW09]  TATATTAAGA AGATTGGTTA CAACCCCGCT GCTGTTGCAT TCGTGCCAAT TTCTGGTTGG CACGGAGACA ACATGTTGGA
muelleri  [GW10] TACATTAAGA AGATCGGTTA CAACCCTGCT GCTGTTGCTT TCGTGCCAAT TTCTGGCTGG CACGGAGACA ACATGTTGGA
OO OO OO OO 1 Y 1Y T OO IO OO OO0 OO OO O
1845 1855 1865 1875 1885 1895 1905 1915
labrata  [GWO1] GGTCTCTTCC AAAATGCCTT GGTTCAAGGG ATGGGTTGTT GAGCGTAAAG AGGGCAAAAC TGAAGGAAAA TGCCTTATTG
labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
bruneri  [GWO6] GGTCTCTTCC AAAATGCCTT GGTTCAAGGG ATGGGTTGTT GAGCGTAAAG AGGGCAAAAC TGAAGGAAAA TGCCTTATTG
bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
unicalcarata [GW02) GGTCTCTTCC AAAATGCCTT GGTTCAAGGG ATGGGTTGTT GAGCGTAAAG AGGGCAAAAC TGAAGGAAAA TGCCTTATTG
unicalcarata [GWo4] GGTCTCTTCC AAAATGCCTT GGTTCAAGGG ATGGGTTGTT GAGCGTAAAG AGGGCAAAAC TGAAGGAAAA TGCCTTATTG
unicalcarata [GW12] GGTCTCTTCC AAAATGCCTT GGTTCAAGGG ATGGGTTGTT GAGCGTAAAG AGGGCAAAAC TGAAGGAAAA TGCCTTATTG
unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN N NNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
aff . unicalcarata [GW03]  GGTCTCTTCC AAAATGCCTT GGTTCAAGGG ATGGGTTGTT GAGCGTAAAG AGGGCAAAAC TGAAGGAAAA TGCCTTATTG
aff. unicalcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNNSRNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
betinae  [GWO7) NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
serraticornis [GWO08] GGTCTCTTCC AAAATGCCTT GGTTCAAGGG ATGGGTTGTT GAGCGTAAGG AAGGCAAAAC CGAGGGTAAA TGCCTTATCG
haemorrhoidalis [GBW09]  GATCTCTTCC AAAATGCCTT GGTTCAAGGG ATGGACCGTT GAGCGTAAAG AGGGCAAAAC TGAAGGAAAA TGCCTTATAG
muelleri  [GW10] GGTCTCTTCC AAAATGCCTT GGTTCAAGGG ATGGACTGTT GAGCGCAAGG AAGGCAAAAC TGAA GGAAAA TGCCTTATCG
OO OO OO O Y 1Y T OO IO OO OO OO OO0 O
1925 1935 1945 1955 1965 1975 1985 1 995
labrata  [GWO1] AAGCTCTCGA TGCCATTCTT CCACCTACCA GACCTACAGA CAAGGCTCTT CGTCTTCCTC TCCAGGTACA TATGCCTCTG
labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN SSNNNNNN
bruneri  [GWO06] AAGCTCTCGA TGCCATTCTT CCACCTACCA GACCTACAGA CAAGGCTCTT CGTCTTCCTC TCCAGGTACA TATGCCTCNN
bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
unicalcarata  [GW02] AAGCTCTCGA TGCCATTCTT CCACCTACCA GACCTACGGA CAAGGCTCTT CGTCTTCCTC TCCAGGTACA TATGCCTCTG
unicalcarata [GW04] AAGCTCTCGA TGCCATTCTT CCACCTACCA GACCTACGGA CAAGGCTCTT CGTCTTCCTC TCCAGGTACA TATGCCTCTG
unicalcarat  a [GW12] AAGCTCTCGA TGCCATTCTT CCACCTACCA GACCTACGGA CAAGGCTCTT CGTCTTCCTC TCCAGGTACA TATGCCTCTG
unicalcarata [Gw14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
aff. unicalcarata  [GWO03] AAGCTCTCGA TGCCATTCTT CCACCTACCA GACCTACGGA CAAGGCTCTT CGTCTTCCTC TCCAGGTACA TATGCCTCTG
aff. unicalcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
betinae  [GWO7] NNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
serraticornis [GW08] AAGCTCTTGA TGCCATTCTT CCACCTACCA GACCTACAGA CAAGGCTCTT CGTCTTCCTC TTCAGGTACA TATCTCTCCA
haemorrhoidalis [GW09]  AAGCTCTCGA TGCTAT ~ CCTT CCACCTAGCA GGCCTACGGA TAAGGCTCTT CGTCTTCCCC TTCAGGTNNN NATGCCTCCG
muelleri  [GW10] AAGCTCTCGA TGCTATCCTT CCACCTCAAA GACCTACTGA CAAGGCTCTT CGTCTTCCCC TTCAGGTACA CAGATCNNNN
.................... . oo oo ool el e
2005 2015 2025 2035 2045 2055 2065 2075
labrata  [GWO1] NATGAGAACT CTTAGTAATT GAAC TTCNNA CTTTTGCATG TCTTTAATGA TGATAACATT TTTCGCTCAT TCGCGGTTTC
labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
bruneri  [GWO6] NATNAGAACT CTTAGTAATT GAACTTCNNA CTTTT GCATG TCTTTAATGA TGATAACATT TTTCGCTCAT TCGCGGTTTC
bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
unicalcarata [GW02] NATGAGAACT CTTAGTAATT GAACTTCNNA CTTTTGCATG TCTTTA  GTGA TGATAACATT TTTCGCTCAT TCGCGGTTTC
unicalcarata [GWo4] NATGAGAACT CTTAGTAATT GAACTTCNNA CTTTTGCATG TCTTTAGTGA TGATAACATT TTTCGCTCAT TCGCGGTTTC
unicalcarata [GW12] NATGAGAACT CTTAGTAATT GAACTTCNNN NNNACGCATG TCTTTAGTGA TGATAAC ATT TTTCGCTCAT TCGCGGTTTC
unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
aff. unicalcarata  [GW03] NATGAGAACT CTTAGTAATT GAACTTCNNA CTTTTGCATG TCTTTAGTGA TGATAACATT TTTCGCTAT TCGCGGTTTC
aff. unicalcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
betinae  [GWO7] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNNNNNNN
serraticornis [GWO8] NATCAAAACT AATACCAAAT TATTTTCNTA CTTTCATATG TCTTTCATGA TGATAACATT TTCTGCTCAT TCGCGGTTTC
haemorrhoidalis [GW09]  AATACAAACT TTCAGTAATC AGTTTTTNNN CTCTTGCCCT CCTCTCATGA TGATAACAAT TTTAGCTCAT TCGCGGTTTC
muelle i [GW10] NNNNNNNNCT TCCGATAACT AATTTTTATT TTCTTGCTTG CCTTCCATGA TGATAACCTT TTTTGCTCAT TCGCGGTTTC
OO OO U O 1 I T T OO IOV OO OO0 OO OO O
2085 2095 2105 2115 2125 2135 2145 2155
labrata  [GWO1] CACCGGAGGA TTTTATATAA TCTGGTGATG GTTAGAGACG TCTGATACTT AAATAAATTT TCCCACAAAT TGCTTTTWTT
labrata  [GWOS] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
bruneri  [GWO06] CACCGGAGGA TTTTATATAA TCTGGTGATG GTTAGAGACG TCTGATACTT AAATAAATTT TCCCACAAAT TGCTTTTATT
bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
unicalcarata [GW02] CACCGGAGGA TTTTATATAA TCTGGTGATG GTTAGAGACG TCTGATACTT AAATAAATTT TCTCACAAAT TGCTTTTATT
unicalcarata [GW04] CACCGGAGG A TTTTTTATAA TCTGGTGATG GTTAGAGACG TCTGATACTT AAATAAATTT TCTCACAAAT TGCTTTTATT
unicalcarata [GW12] CACCGGAGGA TTTTATATAA TCTGGTGATG GTTAGAGACG TCTGATACTT AAATAAATTT TCTCACAAAT TGCTTTTATT
unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN - NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
aff. unicalcarata  [GWO03] CACCGGAGGA TTTTATATAA TCTGGTGATG GTTAGAGACG TCTGATACTT AAATAAATTT TCTCACAAAT TGCTTTTATT
aff. unicalcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
betinae  [GWO7] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
serraticornis [GW08] CACCGGAGGA TNTTGTATAA TCCGGTGATG GTTAGAGACG T CTGATTTGT AAATAAATCT CTTTAGAAGT TGCTTTTATT
haemorrhoidalis [GW09]  CACCGGAGGA TCCTNNATGA TCTGGTGATG GCTAGAGACG TCTGATNCAT AACTAAATTT TGTGANAAAT TGCTTCCGTC
muelleri  [GW10] CACCGGAGGA TTTTGCATAA TCTGGTGATG GTTAGAGATG TCTGATTCGN AA  ATAAAATT TGTAAGAAGT TGCTTTTATT
OO OO O T T T OO IO OO OO OO OO O
2165 2175 2185 2195 2205 2215 2225 2235
labrata  [GWO1] ATAANNNNAG AACTNNNAAT AATAATANGG ATCGATTAAT TATGATTACA GGATGTCTAC AAAATTGGTG GTATTGGAAC
labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
bruneri  [GWO6] ATAANNNNAG AACTNNNAGT AATAATANGA ATCGATTAAT TATGATTACA GGATGTCTAC AAAATTGGTG GTATTGGAAC
bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNSNNNNNNNN
unicalcarata [GW02] ATAANNNNAG AACTNNNTGT AATAATANGG ATCGATTAAA TATGATTACA GGATGTCTAC AAAATTGGTG GTATTGGAAC
unicalcarata [GWo4] ATAANNNNAG AACTNNNAGT AATAATANGG ATCGATTAAA TATGATTACA GGATGTCTAC AAAATTGGTG GTATTGGAAC
unicalcarata [Gw12] ATAANNNNAG AACTNNNTGT AATAATANGG ATCGATTAAA TATGATTACA GGATGTCTAC AAAATTGGTG GTATTGGAAC
unicalcarata [GwW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
aff. unica  Icarata [GWO03] ATAANNNNAG AACTNNNWGT AATAATANGG ATCGATTAAA TATGATTACA GGATGTCTAC AAAATTGGTG GTATTGGAAC
aff. unicalcarata [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
betinae  [GWO7] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
serraticornis [GW08] ATGANNNNCA AACANNNACT AACAACATGG TTTGATTGGA TATGATTACA GGATGTCTAC AAAATTGGTG GTATTGGAAC
. haemorrhoidalis [GW09] GCAG  AAGTAG AATGTAAAGT AATAGAGCGG GTGGTATATG TGTGATTGCA GGATGTCTAC AAAATTGGTG GTATTGGAAC
_muelleri  [GW10] ATGANNNNAG AACGNNNACT AATAATTGGT ATNNNTCGAA TATGATTACA GGATGTCTAC AAAATTGGTG GTATTGGAAC
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C.labrata  [GWO1] AGTACCAGTC G GTCGTGTCG AAACTGGTGT GTTGAAGCCG GGTATGGTTG TCACATTCGC TCCAGCTGGT CTGACCACTG
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] AGTACCAGTC GGTCGTGTCG AA ACTGGTGT GTTGAAGCCG GGTATGGTTG TCACATTCGC TCCAGCTGGT CTGACCACTG
C.bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. unicalcarata [GW02] AGTACCAGTC GGTCGTGTCG AAACTGGTGT GTT ~ GAAGCCG GGTATGGTTG TCACATTCGC TCCAGCTGGT CTGACCACTG
C. unicalcarata  [GW04] AGTACCAGTC GGTCGTGTCG AAACTGGTGT GTTGAAGCCG GGTATGGTTG TCACATTCGC TCCAGCTGGT CTGACCACTG
C. unicalcarata [GW12] AGTACCAGTC GGTCGTGTCG AAACTGGTGT GTTGAAGCCG GGTA TGGTTG TCACATTCGC TCCAGCTGGT CTGACCACTG
C. unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GWO03] AGTACCAGTC GGTCGTGTCG AAACTGGTGT GTTGAAGCCG GGTATGGTTG TCAUAGC TCCAGCTGGT CTGACCACTG
C. aff. unicalcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
L. betinae  [GWO7] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNSINNNNNNNNNN
T. serraticornis [GW08] AGTACCAGTC GGTCGTGTCG AAACTGGTCT GTTGAAACCG GGTATGGTTG TCACATTCGC TCCAGCTGGT TTGACCACTG
M. haemorrhoidalis [GW09]  AGTACCTGTT GGTCGTGTGG AAACTGGTCT GTTGAAGCCA GGTATGGTAG TCACATTCGC ACCGGCTGGT CTGAIIGA
C.muelleri  [GW10] AGTACCAGTC GGTCGTGTTG AAACTGGTGT GTTGAAGCCT GGTATGGTTG TGACTTTCGC TCCAGCTGGT CTGACCACTG

OO OO OO0 OO OO O 1Y T T T 1 B

2325 2335 2345 2355 2365 2375 2385

C.labrata  [GWO1] AAGTCAAGTC CGTCGAAATG CACCACGAAG CTTTGCAAGA GGCTGTCCCT GGTGACAACG TTGGTTT
C.labrata  [GWO5] NNNNNNNNNN NNNNNNNNN N NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNN
C.bruneri  [GWO8] AAGTCAAGTC CGTCGAAATG CACCACGAAG CTTTGCAAGA GGCTGTCCCT GGTGACAACG TTGGTTT
C.bruneri  [GW11] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNN
C. unicalcarata [GW02) AAGTCAAGTC CGTCGAAATG CACCACGAAG CTTTGCAAGA GGCTGTCCCT GGTGACAACG TTGGTTT
C. unicalcarata  [GWO04] AAGTCAAGTC CGTCGAAATG CACCACGAAG CTTTGCAAGA GGCTGTCCCC GGTGACAACG TTGGTTT
C. unicalcarata [GW12] AAGTCAAGTC CGTCGAAATG CACCACGAAG CTTTGCAAGA GGCTGTCCCT GGTGACAACG TTGGTTT
C. unicalcarata [GW14] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNN
C. aff. unicalcarata  [GWO03] AAGTCAAGTC CGTCGAAATG CACCACGAAG CTTTGGAGA GGCTGTCCCC GGTGACAACG TTGGTTT
C. aff. unicalcarata  [GWO03]  NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNN
L betinae  [GWO7] NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNN
T. serraticornis [GWO08] AAGTCAAGTC CGTCGAAATG CATCACGAAG CTTTGCAAGA GGCTGTCCCT GGTGATAACG TTGGTTT
M. haemorrhoidalis [GW09]  AAGTCAAGTC CGTTGAAATG CACCACGAAG CCTTGCAAGA GGCTGTCCCT GGTGACAATG TTGGCTT
C.muelleri  [GW10] AAGTCAAGT C CGTCGAAATG CACCACGAAG CYTTGCAAGA GGCTGTCCCT GGTGACAMSK TTGSTTT
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APENDICE 2

100 Caenonomada labrata '

Caenonomada labrata °
100 Caenonomada bruneri ®
E Caenonomada bruneri"'

Caenonomada unicalcarata *

93

89

. Caenonomada unicalcarata *

Caenonomada unicalcarata
Caenonomada aff. unicalcarata *
Caenonomada aff. unicalcarata "

Monoeca haemorrhoidalis °

89

Chalepogenus muelleri 10

58

Lanthanomelissa betinae ’

60
Tapinotaspoides serraticornis B
0.03
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[ Caenonomada bruneri "'

Caenonomada unicalcarata *
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100
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Caenonomada unicalcarata
100
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Caenonomada aff. unicalcarata

Chalepogenus muelleri 1

100

Lanthanomelissa betinae ’

85

ss Tapinotaspoides serraticornis ®
Monoeca haemorrhoidalis °

FIGURA 1. Filogramas resultantes da andlise de inferéncia Bayesiana para os
genes mitocondriais amostrados separadamente (a, b) em que: a) 16S rRNA,
511pb, modelo=GTR+,; b) COI, 618pb, modelo=GTR+/. O suporte dos ramos,
apresentados proximos aos nos, corresponde a probabilidade posterior. Os
numeros sobrescritos ao lado do nome de cada espécie referem-se ao numero

voucher.
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APENDICE 2 (continuagao)

FIGURA 2. Filogramas resultantes da andlise de inferéncia Bayesiana para os genes nucleares
amostrados separadamente (a, b) em que: a) wingless, 343pb, modelo éxons=HKY+l, modelo
intron=K80+,; b) EF-1 U, 915phbéxonsx8Del,0 model o 2 n® suponedoKrimos,
apresentados proximos aos nds, corresponde a probabilidade posterior. Os nimeros sobrescritos ao

lado do nome de cada espécie referem-se ao nimero voucher.
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