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“E entdo Charles Darwin entrou em cena. Em 1859, foi publicada sua Origem das espécies,
anunciando ao mundo a inferéncia cientificamente deduzida de que o homem néo fora criado por
Deus, mas evoluira de simples animais pela selegdo natural.”

Margulis & Sagan (2002).

“Nothing in Biology makes sense except in the light of evolution.”
Dobzhansky (1970).



“If one could design a customized genetic marker for use in population and evolutionary biology,
it is quite likely that one would reinvent mitochondrial DNA.”
Rand (1994).

“Mitochondria are ubiguitous throughout the eukaryotic domain: with very few exceptions,
eukaryotes cannot exist without them.”

Burger et al. (2003).
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RESUMO

0O DNA mitocondrial (DNAmt) dos metazodrios possul uma série de caracteristicas, tais
como organizagiio circular, simples e compacta, contedde génico conservado, heranga
predominantemente materna e auséncia ou baixa taxa de eventos de recombinacio, que fazem
com que este genoma seja amplamente usado em diversos estudos evolutivos. Geralmente, o
DNAmt animal possui 37 genes (13 codificadores de proteinas, 22 para RNAt e 2 para RNAr) e
uma principal regifio ndo-codificadora, a regido-controle. O objetivo do projeto foi o
seqiienciamento e a caracterizagdio estrutural e evolutiva de regiSes génicas ¢ do genoma
mitocondrial de espécies da familia Muscidae (Diptera: Calyptratae), incluindo a mosca-dos-
chifres, Haematobia irritans, a mosca domeéstica, Musca domestica, a mosca menor das frutas,
Atherigona orientalis, “the black dump fly”, Ophyra aenescens, e a mosca-dos-estabulos,
Stomoxys calcitrans. A estrutura da tese foi dividida em quatro capitulos. No primeiro capitulo, a
seqliéncia completa do gene da subuntidade 1 da citocromo oxidase ¢ (COI) foi caracterizada. COI
¢ o gene mais seqilienciado entre os insetos ¢ tem sido usado em diversos estudos evolutivos e
taxondmicos. Este gene mostrou-se estruturalmente semelhante aos demais dipteros, incluindo o
uso de um codon de iniciagéo nfo usual, TCG (serina). O segundo capitulo descreve um novo
conjunto de oligonucleotideos iniciadores que ajudou a amplificar e seqiienciar regides do
DNAmt de varios dipteros onde ha alta chance de ocorrer rearranjos e/ou duplicacdes (regites de
“hot spots” ou “instabilidade estrutural” no DNAmt de artropodes, que incluem a regido-controle
e agrupamentos de RNAt). O tercewro capitulo descreve a seqiiéncia completa da regido-controle
de H. irritans, M. domestica e A. orientalis, define padrdes evolutivo-estruturais para moscas da
subordem Brachycera e sugere a atuagédo de elementos cis-regulatérios no controle da replicacio
e transcrigho do DNAmt de insetos. Ao tentar acessar a regio-controle de O. aenescens e S.
calcitrans, fo1 evidenciado um possivel evento de rearranjo e/ou duplicagiio no genoma
mitocondrial destas espécies envolvendo os genes que flangueiam a regifio-controle. O quarto
capftulo descreve uma analise comparativa entre os genomas mitocondriais de H. irritans
(16078bp) e S. calcitrans (~18Kb). Um conjunto de estratégias, incluindo amplificagio via Long-
PCR, construgdo de bibliotecas de “shotgun”, montagem, anotagio e analises estruturais
utilizando recursos de bioinformatica, for otimizada durante este trabalho. Os genomas

mitocondniais de H. irritans € S. calcitrans possuem conteido e organizagio génicos
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conservados, considerando-se 0 modelo ancestral proposto para artrépodes, exceto pela regifio-
controle de S. calcitrans (~2,5Kb), que teve 60% de sua seqiiéncia caracterizada, suficientes para
indicar a ocorréncia de duplicagio génica envolvendo elementos internos da regifio-controle e o
gene de RNAt para isoleucina (I). A duplicagdo de I no DNAmt de S. calcitrans é muito
semelhante a que ocorre no DNAmt de espécies de Chrysomya (Diptera: Calliphoridae),
reforgando que esta regido € um “hot spot” de duplicagiio no genoma mitocondrial de dipteros.
Uma arvore filogenética usando os genes codificadores de proteinas foi inferida para a ordem

Diptera e o resultado difere da filogenia tradicional proposta para o grupo.
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ABSTRACT

The mitochondnial DNA (mtDNA) of Metazoan has features, such as circular, simple and
compact organization, conserved gene content, predominantly maternal inheritance, and lack or
low rate of recombination, which have made this genome widely used in a range of evolutionary
studies. In general, amimal mtDNA presents 37 genes (13 protein-coding genes, 22 genes for
tRNA and 2 for rRNA) and a major non-coding region, the control region. The aim of this project
was the sequencing and the structural and evolutionary characterization of gene regions and the
mitochondrial genome of species from family Muscidae (Diptera: Calyptratae): the homn fly,
Haematobia irritans; the house fly, Musca domestica; the pepper fruitfly, Atherigona orientalis;
the black dump fly, Ophyra aenescens; and the stable fly, Stomoxys calcitrans. The structure of
the thesis was divided in four chapters. In the first chapter, the complete sequence of the
cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) gene was characterized. COI is the most sequenced gene in
insects and have been used in a wide range of evolutionary and taxonomic studies. This gene in
Muscidae showed a structure similar to other dipterans, including the use of an uncommon start
codon, TCG (serine). The second chapter describes a new set of primers that improved the
amplification and sequencing of regions from many dipterans mtDNA. in which there is a high
probability of rearrangements and/or duplications occur (regions involved in structural “hot
spots”, including the control region and tRNA clusters). The third chapter describes the complete
sequence of H. irritans, M. domestica and A. orientalis, defines evolutionary and structural
patterns for Brachyceran fiies and suggests cis-regulatory elements for the mtDNA replication
and transcription control in insects. Trying to access the control region of O. genescens and S,
calcitrans, a possible event of rearrangement and/or duplication in the mitochondrial genome of
these species was evidenced involving the control region flanking genes. The fourth chapter
describes a comparative analysis of H. irritans (16078bp) and S. calcitrans (~18Kb)
mitochondrial genomes. A set of strategies, including the amplification via Long-PCR,
construction of a shotgun library, assemblage, annotation and structural analysis using
bioinformatic tools, was optimized in this work. The mitochondrial genomes of H. irritans and S.
calcitrans showed gene content and organization conserved regarding the ancestral model
proposed to arthropods, except for S. calcitrans control region (~2.5Kb), which had 60% of its

sequence charactenized. This characterization indicated the occurrence of duplicated regions
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involving control region internal elements and the tRNA gene for isoleucine (I). The duplication
of 1 is very similar to that of Chrysomya (Diptera: Calliphoridae) mtDNA, reinforcing that this
region is a duplication hot spot in the mitochondrial genome of dipterans. A phylogenetic tree
using the protein-coding genes was inferred for the Diptera order and the results differ from the

traditional phylogeny proposed for the group.
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INTRODUCAO

O DNA Mitocondnal Animal

Desde a descoberta nos anos 1960 de que, além do nucleo, algumas organelas celulares -
os cloroplastos € as mitocéndrias - também carregavam um material genético préprio, comegou-
s¢ a investigar os diferentes aspectos deste DNA, tentando inclusive compreender a origem destas
organelas ¢ dos seres eucariotos. Este achado fortaleceu a teoria da origem endosimbidtica das
mitocondrias e dos plastideos (Sagan 1967) e permitiu que os DNAs organelares fossem bem
caracterizados estrutural, funcional e evolutivamente, conforme surgiam avangos técnico-
metodologicos com o passar dos anos.

Dentre os genomas organelares, o DNA muitocondrial (DNAmt) é um dos mais bem
estudados entre os seres vivos. O conhecimento acerca do contetido e da organizagiio do genoma
mitocondrial foi um importante ponto de partida para se comecar a compreender 0s processos
evolutivos peculiares a este sistema. Entre os seres vivos, os animais sd0 o grupo que possui mais
espécies cujos genomas mitocondriais estdo completamente seqiienciados, acumulando um total
de 757 representagdes ne banco de dados GenBank (NCBI - Maio/2006). Além disso, existem
mais de 350.000 seqiiéncias parciais ou completas relacionadas a genes mitocondriais de espécies
animais. O sucesso nesta é4rea, conmhecida atualmente como mitogendmica ou gendmica
mitocondrial, € conseqiiéncia de dois principais fatores: as propriedades do DNA mitocondrial
animal € 0s avangos tecnologicos atuais da biologia molecular.

O primeiro destes fatores mostra o que levou e continua levando o DNA mitocondrial
animal a ser seqilenciado extensivamente para um numero cada vez maior de espécies (as
propriedades intrinsecas da molécula). Este genoma possui uma série de caracteristicas, tais como
organizagdo circular, simples e compacta, heran¢a predominantemente materna, auséncia ou
baixa taxa de recombinac¢o ¢ alta taxa de substituigio nucleotidica, que tem favorecido seu uso
como marcador molecular em estudos evolutivos, estruturais, filogenéticos ¢ populacionais,
abrangendo uma ampla diversidade de taxa (Wolstenholme 1992, Saccone e al. 1999, Boore
1999, Avise 2004, Boore et al. 2005). O conteddo génico do DNA mitocondrial é bem
conservado em Metazoa [geralmente 13 genes codificadores de proteinas (CDS), 2 genes para
RNAs ribossémicos (RNAr), 22 genes para RNAs de transferéncia (RNALt), e uma regido nio

codificadora, a regido-controle], mas rearranjos na ordem dos genes tém sido descritos 4 medida



que novos genomas mitocondriais sdo caracterizados (revisao em Boore 1999 e Saccone et al.
1999).

O segundo fator refere-se principalmente ao desenvolvimento ¢ melhorias das técnicas e
metodologias relacionadas 4 obtengfo de seqfiéncias, 4 gendmica e, mais especificamente, a
mitogendmica. Primeiramente, com o advento da técnica de PCR (“polymerase chain reaction”),
houve um grande aumento na velocidade de gerag@io de seqiiéncias de DNA e uma maior
facilidade para selegio de regides génicas especificas (Innis et al 1990). O uso de
oligonucleotideos miciadores (“primers”) chamados universais (Kocher et al. 1989, Simon et al.
1994) permitiu o seqiienciamento de regides do DNAmt de espécies para a qual nenhuma
informagio sobre seqiiéncias nucleotidicas existia. O sucesso de tais conjuntos de “primers”
universais é tao evidente que cerca de quinze anos apos suas publicagdes, o trabalho de Kocher et
al. (1989) ja foi citado 1849 vezes e o de Simon et al. (1994), 994 vezes (Web of Science -
Maio/2006).

Atualmente, além do uso de regides especificas do DNAmt animal em diversos estudos
evolutivos, tem se tornado crescente o uso de genomas mitocondriais completos principalmente
para abordar questdes filogenéticas, de estrutura ¢ de mecanismos de evolugio neste genoma.
Boore et al. (2005) argumenta que a comparagdio de genomas mitocondriais completos de
animais nfio somente ¢ bem mais informativa que o uso de seqiiéncias curtas e parciais, mas que
estes dados também fornecem um conjunto de “caracteres para analise em nivel gendmico”, tais
como estruturas secundarias de RNAs, formas de controle da transcrigdo e replicagéo, estruturas
fisicas do DNAmt e, especialmente, o arranjo relativo dos genes no genoma, que pode ser um
indicador de ancestralidade comum. Para obtengio do DNAmt completo, diferentes métodos tém
sido usados, mas trés deles se destacam: o isolamento fisico do DNAmt do DNA nuclear através
do uso de ultra-centrifugacio em gradiente de cloreto de césio, aproveitando as diferengas em
massa e propriedades de moléculas circular € linear (Sambrook et al. 1989, Azeredo-Espin ef al.
1991); o RCA (“Rolling Circle Amplification”), adaptado da genémica tradicional para a
mitogendmica, que é capaz de produzir in vitro miltiplas copias em “tandem” de moléculas de
DNA circular (Boore ef al. 2005, Simison ef al. 2006); e a amplificacdo do genoma mitocondrial
via PCR de longa extensio (Long-PCR). Até pouco tempo atras, o PCR era capaz de amplificar
somente fragmentos de poucos kilobases. Entretanto, metodologias para amplificacgo de regiGes

bem maiores estio disponiveis atuaimente, incluindo amplificagGes de genomas mitocondriais



completos em trés (+/- 6Kb cada) ou dois (+/- 9Kb cada) fragmentos cujas extremidades se
sobrepdem, ou ainda em uma tnica amplificagio (+/- 16Kb) (Roehrdanz 1995, Miya & Nishida
1999, Sorenson et al. 1999, Hwang er al. 2001, Rochrdanz et ol 2002, Boore et al. 2004,
Yamauchi et al. 2004, Barau ef al. 2005). E notével como a técnica de Long-PCR tem sido
empregada com bastante sucesso no desenvolvimento da gendmica mitocondrial de artrépodes.
Ha pouce tempo atrds, uma grande quantidade de DNA inicial era necessaria para o
seqiienciamento de genomas mitocondriais completos, 0 que limitava a caracterizagio deste
genoma em organismos de tamanho muito pequeno, como a maioria das espécies de artropodes.
Assim, com o desenvolvimento do Long-PCR, foi possivel contomar esta situacio e obter
quantidade ¢ qualidade suficientes de DNAmt de diversas espécies deste filo, que passou de 25
representantes com genomas mitocondriais completos no ano de 2001 (Lessinger 2001) para 108
em 2006 [Arthropodan Mitochondrial Genomes Accessible database (AMIGA, Feijiio ef al.
2006)].

Para o avango na caracteriza¢do de genomas mitocondriais, néo baston apenas a aplicaco
de novas técnicas de obtengdo do DNAmt, mas também o desenvolvimento de ferramentas mais
especificas para andlises comparativas das seqiiéncias. Nos tltimos dez anos, bancos de dados
especializados na compilagdo ¢ andlise de seqténcias mitocondriais foram criados € sio de amplo
acesso 4 comunidade cientifica atrav€s da internet. O mais antigo deles, disponivel desde 1996, é
o GOBASE (http://megasun.bch.umontreal.ca/gobase), cujo principal enfoque esta relacionado a
estudos de mitogendmica comparativa (Shimko ef al. 2001). O banco de dados GenBank do
NCBI possui uma interface para acesso a informagdes relativas a genomas organelares, incluindo
Tecursos especificos para genomas mitocondriais de metazoarios
(hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ORGANELLES/mztax_short.html). Além destas opcoes,
o Joint Genome Institute (JGI) fornece uma interface para comparagGes de arranjos génicos
estruturais de genomas mitocondnais no “link” Organelle Genomes
(http://evogen.jgi.doe.gov/top_level/organelles.html), onde é possivel ter acesso a ferramentas de
analises de seqiiéncias para identificagdo do conteudo de aminoacidos e nucleotideos, uso dos
codons, viés fita-especifica e da estrutura secunddria predita de RNAt. Além disso, o
desenvolvimento de uma interface para anotag@io de genomas mitocondriais (e de cloroplastos), o
DOGMA. - Dual Organellar GenoMe Annotator (Wyman ez al. 2004), otimizou as anélises em

mitogendmica, automatizando a anotagdo de genomas organelares, através da identificacdo dos



diferentes elementos gendmicos (CDS, RNAt ou RNAr) e possibilitando a visualizagio grafica, a
edicio manual da anotacfio e a submissfio do genoma ao GenBank.

Inovagdes como a submisso de genomas protegidos por senha € a inclusdo de
ferramentas de analises filogenéticas associados a bancos de dados mitocondnials s@o recentes
iniciativas brasileiras, que contribuem para a otimizacio de analises comparativas. Com o
enfoque em dar suporte para estudos filogenéticos em mamiferos utilizando dados de genomas
mitocondriais, pesquisadores da UFRJ ¢ do LNCC criaram o MamMiBase - Mammalian
Mitochondrial Genomics Database (Vasconcelos et al. 2005). Para artropodes, nosso grupo de
pesquisa (Laboratorio de Genética Animal, CBMEG, UNICAMP) desenvolveu o AMIGA -
Arthropodan Mitochondrial Genomes Acessible database (Feijdo et al. 2006) com a proposta
principal de promover analises comparativas estruturais de genomas mitocondriais neste diverso

grupo de animais.

O DNA Mitocondrial em Insetos

Historicamente, o genoma mitocondrial de insetos tem uma importincia fundamental para
os estudos sobre estrutura e evolugio do DNAmt animal. Até o ano de 1985, apenas 0 DNAmt
humano e do anfibio Xenopus laevis estavam completamente seqiienciados entre os animais. Foi
com a publicagdo da seqiiéneia completa do DNAmt de Drosophila yakuba (Clary &
Wolstenholme 1985) que as caracteristicas que agrupam o genoma mitocondrial dos metazoarios
puderam ser observadas. Estabeleceu-se, a partir deste ponto, um marco na investigacio de genes
e genomas mitocondriais em invertebrados. Este genoma até hoje serve de modelo para
comparagio de contetido e organizagiio génicos e taxas evolutivas em outras espécies de msetos e
de artropodes em geral.

Além das caracteristicas comuns 20 DNAmt animal, em insetos, o genoma mitocondrial
possui uwm marcante enviezamento na composigdo nucleotidica caracterizado pela elevada
quantidade de adenilato (A) e timidilato (T) (reviséo em Saccone et al. 1999). Wolstenholme
(1992) sugere que esta caracteristica deva ser uma solugio alternativa 3 exigéncia de uma
demanda energética alta provocada pelo metabolismo acelerado dos insetos e refletida numa
maior eficiéncia dos processos de replicag@o e transcrigio do genoma mitocondrial. Jermiin ef al.
(1994) sugere que a alta porcentagem destes nucleotideos no DNAmt de insetos ¢ resultado de

um efeito de pressio de mutagio direcional ocorrido neste genoma. Dentre as regides do genoma



mitocondrial de insetos, duas delas, que sdo tratadas nos préximos tépicos, se destacam por serem
respectivamente bem estudada (o gene COI) ¢ funcionalmente importante, mas pouco conhecida

(a regido-controle).

O gene COI

Regides especificas do DNAmt evoluem a diferentes taxas evidenciando padrdes
evolutivos distintos neste genoma. Em andlises evolutivas baseadas na comparaco de seqtiéncias
ortologas do DNAmt, a escolha da regido génica a ser usada é crucial (Simon et a/. 1994; Lunt er
al. 1996), uma vez que a sua utilidade come marcador depende de nivel taxondmico estudado.
Entre os genes codificadores de proteinas do genoma mitocondrial, o mais utilizado em estudos
evolutivos em insetos € o gene da subunidade I do complexo citocromo oxidase ¢ (COI) (Zhang
& Hewitt 1997; Caterino et al. 2000). Sendo um dos maiores genes do DNAmt de insetos e
apresentando diferentes regides estruturais relacionadas a fun¢fio da proteina, taxas de
substituigdo nucleotidica diferenciadas ao longo da seqiiéneia do gene COI podem ser
evidenciadas. Assim € possivel identificar seqiiéncias com variabilidade genética adequada para a
investigagdo de uma determinada questdo evolutiva (Lunt e al. 1996).

O gene COI tem sido apresentado como um dos genes mitocondriais mais conservados
tanto entre os mamiferos (Saccone et al. 1999) quanto entre os insetos (Beard et al. 1993;
Mitchell ez al. 1993; Crozier & Crozier 1993; Lessinger et al. 2000), e suas aplicacdes como
marcador molecular em dipteros tém sido descritas considerando-se diferentes abordagens:
filogenética (Wells & Sperling 1999; Bemasconi et al. 2000; Stevens ef al. 2002), forense (Wells
& Sperling 2001; Wells et al. 2001; Wallman & Donnellan 2001), diagnostica (Otranto ez al.
2000; Litjens et al. 2001; Van Bortel et al. 2002) e, até mesmo, populacional (Brito ef al. 2002).

Recentemente, tem havido um grande esforgo da comunidade cientifica em produzir um
inventdrio, baseadc em uma seqiiéncia de DNA, das espécies existentes no planeta
(www .barcodinglife.org). Este projeto, que visa identificar e catalogar a biota atual da Terra, é
chamado “Cddigo de Barras da Vida” (Barcode of Life) e tem sido bastante discutido quanto a
sua aplicabilidade (Moritz & Cicero 2004, Ebach & Holdrege 2005, Gregory 2005, Scheffer et al.
2006). O gene COI mostrou-se muito eficaz na identificacio espécie-especifica de uma gama
enorme de espécies animais (Hebert ef al. 2003) e foi a regidio gendmica escolhida (648pb da

regido 5°) para o desenvolvimento deste sistema global de bioidentificacdo.



A Regido-Controle

Ao contrario do observado em COI, certas regides do DNAmt de insetos sdo pouco
compreendidas, tanto no aspecto evolutivo quanto no funcional. Este € o caso da principal regido
ndo-codificadora, também chamada de regido rica em A+T em insetos. Para algumas espécies
animais, principalmente mamiferos, esta regifio mostrou conter elementos que confrolam a
transcricdo de genes mitocondriais e a replicagfo deste genoma, recebendo, assim, o nome de
regifio-controle (revisdo em Shadel & Clayton 1997, Taanman 1999). Para a maioria das
espécies, assume-se que a mator regido nio-codificadora ¢ a regido-contrele (Boore 1999). A
natureza estrutural desta regifio ¢ extremamente complexa, pois sua evoluciio se da tanto por
substituices nucleotidicas quanto por eventos de insercdo e delegdio, envoivendo duplicagdes e
translocagOes e caracterizando-se come a regifio mais variavel do genoma mitocondrial de insetos
(Simon e al. 1994; Zhang & Hewitt 1997). Além disso, a analise da composigiio nucleotidica
desta regido mostra um forte enviezamento a favor do acimulo de A e T ainda mais evidente que
no resto do genoma (Jermiin ef al. 1994) - de 75 a 96% (Crozier & Crozier 1993; Lewis ef al.
1994; Mardulyn et al. 2003).

A vartacdio em tamanho da regifio-controle de insetos é bastante ampla, apresentando
desde aproximadamente 70pb no piolho Heterodoxus macropus (Shao et al. 2001) até 130Kb em
coledpteros (Boyce et al. 1989). Mesmo entre espécies filogeneticamente proximas, a variagio
em tamanho ¢ relativamente freqiiente, encontrando-se regides que vio de 930 a 460ipb em
espécies do género Drosophila (Lewis et al. 1994; Brehm er al. 2001). Trechos de seqiliéncias
repetidos em série (ou em “tandem’) estio comumente relacionados com a diferenga de tamanho
entre a regido-controle de diferentes espécies de insetos (Zhang & Hewitt 1997) e também estdo
relacionados & grande maioria da variagio em tamanho encontrada entre genomas mitocondriais
completos de espécies animais (Boore 1999). Evidenciando esta informagfo, o Grafice 1 mostra a
relacio entre tamanho da regifio-controle e tamanho do DNAmt completo (bp) de todas as
espécies de insetos registradas no AMiIGA (Mar¢o/2006). Além disso, a variagdo entre genomas
mitocondriais completos pode envolver a ocorréncia de mais de uma regido-controle no genoma
mitocondrial (revisio em Shao ef gl 2003) e o abundante nuimero de rearranjos génicos
envolvendo genes de RN At que flanqueiam esta regifo (reviséio em Boore 1999), sugerindo que a

regifio-controle estd ativamente associada a instabilidades estruturais no DNAmt.
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Grafico 1. Relacdo entre tamanho do DNAmt completo e tamanho da regiéo controle em insetos.

VarlagGes no numero de repetigdes em “tandem™ s3o comumenie encontradas em
diferentes individuos de uma mesma espécie (Dotson & Beard 2001; Sndll et al. 2002; Mardulyn
et al. 2003; Lyra ef al. 2005) ¢, somadas a alta variabilidade encontrada na regido-controle,
podem favorecer o uso desta regiio em estudos intra-especificos (Zhang & Hewitt 1997),
fornecendo um numero significativo de caracteres que possam ser informativos na detecciio da
diferenciagdo entre populagdes. Recentes trabalhos mostram a eficiéncia do uso da regifio-
controle como marcador molecular em analises de estrutura populacional em artrépodes (Chu et
al. 2003; McMillen-Jackson & Bert 2003; Vandewoestijne ef al. 2004; Vila & Bjorklund 2004;
Lyra et al. 2005). Por outro lado, eventos associados & expansdo ou reducdo de unidades
repetidas sdo comuns & regido-controle ¢ devem ser amalisados com cautela em estudos com
marcadores moleculares, devido a possibilidade da ocormréncia de convergéncia estrutural e,
consequentemente, homoplasia.

Além disso, a natureza hiper-variavel da regido-controle de insetos faz com que seja
dificil o reconhecimento da homologia nas seqiiéncias de diferentes espécies. Mesmo assim,

Zhang & Hewitt (1997) definiram estruturas homologas fregiientemente observadas na regiso-



controle de insetos: longos trechos de seqliéncias poli-T, seqliéncias [TA(A)], repetidas em série,
estruturas secundarias em forma de grampo (“stem and loop”) e curtos trechos ricos em G+A.
Para dipteros caliptrados, a caracterizagdo da regido-controle de sete espécies identificou oito
blocos de seqiiéncia conservada compartilhados entre as familias Calliphoridae e Oestridae
(Lessinger & Azeredo-Espin 2000; Lessinger ef al. 2004). Estes elementos estruturais
conservados descritos na regifio-controle podem estar envolvidos na regulacio do DNAmt
(Zhang & Hewitt 1997). Apesar de ser um grupo numeroso e diversificado, pouco se sabe sobre
0s mecanismos que regulam os processos de replicagdo e franscrigio do DNAmt de insetos,
embora grandes avangos na caracterizagdo de fatores nucleares envolvidos nestes processos estio
sendo realizados no organismo modelo Drosophila melanogaster (Kaguni 2004, Garesse and
Kaguni 2005). A caracterizagiio das seqiiéncias nucleotidicas da regifo-controle de um namero
maior de espécies associada a caracterizagio destes fatores nucleares pode contribuir na
compreensio destes mecanismos € na anélise da evolugéio e fungéo desta regido.

O atual avancgo na caracterizagdo de genomas mitocondriais completos de espécies de
insetos tem algumas vezes encontrado dificuldades técnico-metodolégicas devido a instabilidades
estruturais deste genoma relacionadas, principalmente, 4 regifio-controle e aos genes que a
flanqueiam (Boore 1999; Shao et af. 2005). Dos 49 genomas mitocondriais completos de insetos
disponiveis no AMiGA (Marco/2006), 8 nio apresentam a seqiiéncia referente a regido-controle.
Esta é a Unica regifio cuja seqiiéncia encontra-se ausente num numero significativo de genomas
mitocondriais de insetos. Estes dados sdo um reflexo das dificuldades associadas a caracterizagéo
da seqiifncia nucleotidica desta regido do DNAmt, comprometendo a conclusio do
seqiienciamento completo de um genoma. Uma vez caracterizada esta regido, a obtengdo da
seqiiéncia completa do genoma mitocondrial pode ser otimizada, assim como foi realizado nos
projetos de seqlienciamento completo dos genomas mitocondriais da mosca-da-bicheira,
Cochliomyia hominivorax (Lessinger & Azeredo-Espin 2000, Lessinger et al. 2000), da mosca-
do-beme, Dermatobia hominis (Lessinger & Azeredo-Espin 2000, Azeredo-Espin et 4l., em
prepara¢do), e da mosca-dos-chifres, Haematobia irritans (Capitulos 3 e 4). Por outro lado, nem
sempre a informagdo referente a regido-controle é necessdria em estudos de mitogendmica
preocupados em analisar varia¢do intra e inter-especifica a partir dos CDS, como € o caso em

Ballard (2000a, b).



A familia Muscidae

A familia Muscidae € reconhecida como uma das maiores familias do taxon Calyptratae
(Diptera: Brachycera), e suas espécies podem ser encontradas em todas as regifes zoogeograficas
do mundo. Ela inclui cerca de 173 géneros e mais de 4000 espécies descritas (Carvalho & Couri
2002). Muitas espécies sio sinantropicas, como € o caso de espécies hematdfagas da tribo
Stomoxyini e espécies saprofagas do género Musca, Ophyra e Atherigona.

Duas destas espécies se destacam no continente americano como importantes pragas da
pecudria: a mosca-dos-chifres, Haematobia irritans, € a mosca-dos-estabulos, Stomoxys
calcitrans (Linnaeus). Estas espécies possuem aparelhos bucais adaptados para picar e sugar
sangue e fluidos teciduais de vertebrados. A mosca-dos-chifres alimenta-se preferencialmente em
gado bovino, embora outros rebanhos possam ser eventualmente atacados. Esta espécie tem sido
considerada uma das principais pragas da pecuaria bovina em vérios paises do continente
Americano, onde ¢ responsavel por grandes perdas econdmicas para a industria devido ao
estresse dos amimais € conseqilente diminuigio na produgdo de carne ¢ leite (Campbell 1976;
Stork 1979; Kunz et al. 1984; Haufe 1987), além da redugfio na qualidade do couro (Guglielmone
et al. 1999). A onigem da introdugio desta praga no Brasil ainda nfio € certa, apesar de haver
fortes evidéncias de que esta espécie teria chegado ao Brasil por Roraima vindo da Venezuela
(Valério & Guimardes 1983). Entretanto, um recente estudo com marcadores RAPD nio diio
suporte a esta hipétese (Castiglione & Bicudo 2005) e a ocorréncia de um ou mais eventos de
mtroducdo desta praga no termtono brasileiro em datas anteriores a década de 1980 sdo hipdteses
que devem ser consideradas (Valério & Guimardies 1983). Diferentemente de H. irritans, S.
calcitrans possui uma gama mais ampla de hospedeiros, que incluem bovinos, eqiiideos,
caprinos, ovinos, cles, gatos ¢, até mesmo, o homem. Mesmo assim, a redugfo da produtividade
bovina € o principal problema causado por esta espécie (Lancaster & Meisch 1986). Estimativas
mostram que cerca de 1,1 bilhdes de ddlares sfo gastos anualmente com S. calcitrans ¢ H.
irritans pelos custos com inseticidas e perdas na produgéo animal {(Drummond ez al. 1981; Arther
1991). Nao existem dados oficiais sobre o custo do contrele destas pragas no Brasil, mas
levando-se em considera¢iio o tamanho do nosso rebanho bovino, tais prejuizos podem ser
signiftcativos.

QOutra espécie da familia Muscidae que merece destaque € a mosca doméstica, Musca

domestica (Linnaeus). Esta € uma espécie verdadeiramente cosmopolita, associada ao homem e a



produgdio animal ao longo da historia (Lancaster & Meisch 1986). As perdas econdmicas na
industria estéio relacionadas a higienizacio dos locais de produgio de ovos ¢ leite, que podem ser
desqualificados devido ao grau de infestacio dessas moscas (Lancaster & Meisch 1986;
Learmount ef al. 2002). Além disso, esta espécie também tem sido descrita como vetor mecénico
e/ou biologico de varios agentes patogénicos, incluindo parasitas de amimais domeésticos e
humanos (Greenberg 1973). Para controle biologico de M. domestica, outra espécie da familia
Muscidae, “the black dump fly” Ophyra aenescens (Wiedemarnn), tem sido usada eficientemente.
Foi verificado que uma larva de O. aenescens é capaz de predar de quinze a vinte larvas de M.
domestica num s6 dia (Farkas & Jantyik 1990). O. aenescens também € considerada uma espécie
de importancia forense devido ao habito saprofago das larvas (Lefebvre & Pasquerault, 2004).

Na familia Muscidae, existem ainda representantes cuja importancia econdmica ¢ dada
pelos danos causados a agricultura, como ¢ 0 case da mosca menor das frutas, Atherigona
orientalis (Schiner). A larva se alimenta preferencialmente de esterco e material vegetal em
decomposicdo, mas ela pode ter também habito fitéfago atacando meldes, tomates, trigo, milho,
citros, entre outros (Chaughtal ef a/. 1985).

O desenvolvimento ¢ uso de marcadores moleculares obtidos a partir da andlise do
DNAmt ¢ do DNA nuclear de moscas causadoras de miiases ¢ ectoparasitos associados &
producdio animal no Brasil tém sido comumente descritos na literatura (Valle & Azeredo-Espin
1995, Infante-Vargas & Azeredo-Espin 1995, Azeredo-Espin & Madeira 1996, Geurgas ef al.
2000, Litjens ef al. 2001, Junqueira et al. 2002, Torres ef al. 2004, Torres & Azeredo-Espin 2003,
Lyra et al., 2005, Azeredo-Espin & Lessinger 2006). Estas analises tém se mostrado
significativamente importantes na elaboracdio de programas de controle ¢ erradicaco de pragas
na America do Sul, como esta se tentando estabelecer para a mosca-da-bicheira, Cochliomyia
hominivorax (IAEA 2000). Exemplos como estes servem para incentivar trabalhos de
caracterizacdo do DNAmt de outras espécies-praga, como H. irritans, S. calcitrans, M.
domestica, O. aenescens e A. orientalis, possibilitando a avaliagdo do potencial informativo
destes dados em estudos de variabilidade genética titeis no planejamento de estratégias de
controle destas espécies, além de ampliar o conhecimento sobre a estrutura ¢ evolu¢Zo do genoma
mitocondrial de insetos, cujo seglienciamento formece informagdes estratégicas para a

identificagio de “primers” e sitios de restri¢io, ¢ acrescenta um conjunto de genes ortélogos para
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andlises comparativas e filogenéticas (Lessinger et al. 2000, Junqueira et al. 2004, Azeredo-Espin
& Lessinger 2006).
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CAPITULOS - APRESENTACAO

Esta tese apresenta quatro capitulos contendo trabalhos que caracterizam o genoma
mitocondrial de espécies de importincia econdmica da familia Muscidae, abordando a estrutura
de regies especificas, assim como do DNAmt como um todo, de modo a inferir alguns aspectos
relacionados a evolugdo desta molécula. Os dois primeiros capifulos estdo compilados na forma
de artigos cientificos ja publicados e os dois ultimos estfio na forma de manuscrito, submetidos
para publicagiio. Além disso, todos os capitulos contm um resumo em portugués e a

metodologia detalhada dos experimentos € analises.
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CAPITULO 1

Artigo - Oliveira, M.T., Azeredo-Espin, AM.L. & Lessinger, A.C. (2005). Evolutionary and
structural analysis of the cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) gene from Haematobia irritans,

Stomoxys calcitrans and Musca domestica (Diptera: Muscidae) mitochondrial DNA. DNA
Sequence 16: 156-160.

Resumo

Este trabalho descreve a caracterizagdo molecular do gene da subunidade 1 da c¢itocromo
oxidase ¢ (COI) do DNA mitocondrial de trés espécies de grande importincia médica e
veterindria: a mosca-dos-chifres, Haematobia irritans, a mosca-dos-estabulos, Stomoxys
calcitrans € a mosca doméstica, Musca domestica (Diptera: Muscidae) (Linnaeus). A regido
seqlienciada nestas espécies tem 1536pb, que codifica para um peptideo de 512 aminoacidos. O
viés na composi¢io nucleotidica para acumulo de A e T estd relacionado a trés caracteristicas:
grande conteudo de A+T em toda seqiiéncia, grande conteudo de A+T na terceira posigio do
cédon, e predominancia pelo uso de cddons ricos em A+T. Um codon de iniciacio andmalo
(TCG - serina) foi identificado. Analises comparativas entre membros das familias Muscidae,
Scatophagidae, Calliphoridae € Drosophilidae mostraram grande nivel de conservacio na
seqiiéncia. Analises dos aminodcidos divergentes e das topologias da proteina COI entre as trés
espécies de Muscidae concordam com o modelo evolutivo proposto para a proteina COI de
insetos. A caracterizagdio da estrutura e evolugio deste gene pode ser informativa para futuros

estudos evolutivos em Diptera.

Palavras-chave: DNA mitocondrial, COlL, caracterizagio molecular, mosca-dos-chifres, mosca-

dos-estabulos, mosca doméstica.
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Abstract

This work describes the molecular characterization of the cytochrome ¢ oxidase subunit I (COI) gene of the mitechondrial
DNA from three species of great medical and veterinary importance: the horn fly, Haematobia irritans, the stable fiy, Stomoxys
calcitrans and the house fly, Musca domestica {Diptera: Muscidae) (Linnaeus). The nucleotide sequence in all species was
1536 bp in size and coded for 4 512 amino acid peptide. The nucleodde bias for an A + T-rich sequence is linked to three
features: a high A +T content throughout the entire gene, a high A + T content in the third codon positicn, and a
predominance of A + T-rich codons. An anomalous TCG (sertne} start codon was idennfied. Comparative analysis among
members of the Muscidae, Scatophagidae, Callipheridae and Droscphilidae showed high levels of nucleotide sequence
conservation. Analysis of the divergent amino acids and COI protein topologies among these three Muscidae species agreed
with the evolutionary model suggested for the insect mitochondrial COI protein. The characterization of the structure and
evolution of this gene cculd be informative for further evolutionary analysis of dipteran species.

Keywords: Muochondrial DNA, COI, molecular characterization, horn fly, siable fly, house fly

Short communication

Mirochondrial DNA (mtDNA} has heen considered a
potential molecular marker in phylogenetic, population
and evolutionary studies for a wide variery of animal raxa,
including the insects. The characterization of mitochon-
drial genes has contributed to the identficarion of
informative sequences that have improved our under-
standing of organismal evolution and the diversity of the
mitochondrial genome. Among the protein-coding
genes in the mitochondrial genome, the cytochrome ¢
oxadase subunit I {COT} has been extensively used for

evolutionary analysis. The identification of conserved
primers able to amplify specific COI regions (Simonetal.
1994, Lunt er al. 1996) has enhanced the usefulness of
this gene as a molecular marker. For insrance, more than
68% of all Calypiratae (Dip1era: Brachycera) mitochon-
drial sequences deposited in GenBank (www.ncbi.nim.-
nih.gov) are retated 1o the COI gene.

Few miDNA sequences from Muscidae flies have
been characterized, despite the occurrence of species of
great medical and veterinary importance in this family.
Around 50% of all Muscidae mtDNA entries deposited
in GenBank describe COI sequences. The aim of this

evolutionary studies in insects (Caterino et al. 2000).
This gene shows varying degrees of conservation
throughout its sequence, and a range of nucleotde
substitution rates that can be used for different

work was to characterize the COI gene sequences of
three Muscidae species: the hom fly, Haemarobia irritans;
the stable fly, Stomoxys calcirans; and the house fly,
Musca domestica (Linnaeus). These species are wide
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Table I. A + T content of dipteran COI genes.
Codon position
Enrire sequence (%) First (%) Second (%) Third (%)
H. frritans™* 71.4 98.7 60.5 4.9
S. caleirrans® 70.6 57.5 60.6 94.0
M. domestica® 69.6 57.5 60.4 90.6
Cochliomyia hominivorax" 68.6 57.3 59.6 88.9
Chrysomya chioropyga® 68.7 58.1 59.4 88.7
Dirosophila yakuba“ £9.8 58.4 39.6 91.6
Aedes aegypn# 68.6 58.2 38.0 BE.9

* AY526105,7 AY526107.F AY526106,1 AF260826,5 AF352790,) X 03240,% AF380835.

spread throughout the America and are considered
important livestock pests. H. srritans and S. calcitrans are
hematophagous pests that feed on vertebrate blood.
M. domestica 15 a well-known cosmopolitan species
always found in association with human activities and a
potential vector of more than a hundred disease-causing
microorganisms {Greenberg 1973). The characteriz-
aton of specific mtDNA regions in these species could
provide informative markers for screening genetic
variability and population dynamics, and could also
conibute to owr undersranding of the molecular
evolution of mitochondrial genes in the Muscidae family.

The A +7T composition of dipteran COI genes is
shown in Table I. In general, the A 4+ T content reported
for this gene varies from 68.1 to 70.7% (Lunt et al
1996). The muscid COI gene has one of the highest
A+ T% values among dipterans, especially thar of
H. irrirans, whose A + T content (71.4%) is beyond the
previous range. Analysis of the nucleotide content at the
third codon position have shown that H. érrirans and
S. caleirrans have a higher A + T composidon than other
dipterans, and even than other insects (Crozier and
Crozier 1993). A muational tendency against G
nucleotides in the third codon position was also noted
in the muscid COI sequences, as already described for
other metazoan mtDNAs (Saccone et al. 1999). Only 9
G nucleotides were identified in the H. srritans sequence,
and 11 in both S. calcitrans and M. domestica, while

Table I
fabove the diagonal}.

C nucleotides occurred 17, 20 and 37 times,
respectively, in these species.

The purtative inittation codon of the COI gene in
these flies was suggested to be the triplet TCG (Ser).
This anomalous TCG initiation codon has been found
in many dipteran species and has been suggested to be
the translation start codon for the COI gene (Beard
et al. 1993). Recently, Morlais and Severson (2002)
isolated and identified the COI transcript of the Aedes
aegypti gene in which the TCG tripler was confirmed
as the initiation codon.

Comparison of the COI genes of the three muscid
species studied here showed high levels of nucleotide
sequence similarity—around 90% of rthe nucleotide
sites were identical among the three sequences. The
nucleotide distances relative to muscid and other
dipteran species using Tajirna-Nei model are shown in
Table II. Genetic distances calculated using the
nucleotide sequences of Haematobia irritans, Stomoxys
calcitrans and Musca domesrica COII gene (Szalanski
and Owens 2003) were used to compare with COI
data. Analysis of COI sequences show higher
genetic distances among these muscid species than
those relative 1o COII sequence analysis, but the
relative distances between pairs of species agree in
both cases.

Figure 1 shows that most of the substnutions between
pairs of COI sequences from different muscid species

Comparison of the COI genes of H. frrizans, S. calcirrans, M, domestica and other dipterans based on nucleotide distances

Scathophag Cochliontyia Chrysemyva Drosophila
stgreoraria hominivorax putoria yvakuba
H. irvirans 8. caleitrans M. domestica  (Scathophagidae)  (Callipheridae)  {Calliphoridae)  {Drosophilidae)
H.irvitans™ 2.102 4110 .114 0,128 0.118 0.123
5. calciranst [0.009] 0.127 .230 0.147 0.133 0.134
M. domestica® [0.609] [0.011] 0.119 0.144 0.106 0.138
S. sercorarta’ [0.006] [0.010] [0.010] 0.114 0.103 0.125
C. homintvorax® [0.010] [0.011] f0.011] [0.010] 0.103 0.147
C. chloropyga [0.010] [0.011] {0.009] [0.009] [0.009] 0.151
D. yakubg® {0.011] [0.011] [0.010] [0.010] [0.011) [0.011]

‘The standard errors are given in brackers. The method used was the Tajima-Nei distance model.
= AY526195," AY526197,F AY526196,1 AF104625.5 AF260826,1 AF352790,% X03240.
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H., irritans P MM T v v
AV | 8. calcicrans T ML 2 I vV
M. domescica T LL A v T
4 244 4 4 =
AP 0 co 4 7 1
2 37 7 5 0

Figure 1. Variable sites of the aligned COI sequences of H. érrvitans, S. caleftrans and M. domestica. Identities to the H. irritans nucleotde
sequence are indicated by dots. Nucleotde and amine acid differences among these species are indicared by corresponding letters in the
respective sequence (NP, nucleotide position; NV, nucleotide variability; AV, arnino acid variability; and AP, amino acid position). The amino
acid change at posidon 510 of Musca COI protein has been originated by two nucleotide substinmions ar the sites 1528 and 1529 (underlined).
H. imitans and 8. caleitrans adult flies were collected from hosts in Goidnia, Goias State, and Elderade do Sul, Rio Grande do Sul State, Brazil,
respectively. M. domestica pupae were derived from a [aboratory lineage thart originated in Sarapui, S3o Paule State, Brazil. Collected
specimens were stored at — 70°C or in absolure ethanol and kept at 4°C. Total individual DNA was exrracred using the phenol/chloroform
method according to Infante and Azeredo-Espin (1995), adapted for microcentrifuge tubes. The PCR primers TY-]-1460/C1-N-232% and
C1-J-2195/TL2-N-3014 (Simon et al, 1994) were used for the amplification of twe overlapping amplicons that covered the entire COL gene
sequence. Amplification reactions were performed according to Litens et al. (2001). The amplified PCR products were purified using
0.05 pm filters as described in Lessinger and Azeredo-Espin (2000) or using the QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN]} according to
manufacturer’s specifications. The purified PCR products were directly sequenced and a few samples were cloned by TOPO Ta Clening Kit
(Invierogen) before sequencing. The purified PCR products and clones were sequenced by automated DINA sequencing on the ABI 377 DNA
sequencer using ABI-PRISM BigDiye terminator sequencing v3.0 (Appled Biosystems). The nucleotide sequences of the three muscid flies
and other Calyprratae species (Table IT) were aligned using the Clustal X sofrware (Thompson et al. 1997} set 1o default paramerers. Aligned
seguences were analysed using the MEGA software package {Kumar et al. 1093) and the Tajima-Nei distance model (Tajima and Nei 1984).
The bidimensional topologies of the COI protein were predicted by the hidden Markov method using two softwares: TMHMM Server 2.0
(www.chs.du.di/services TMHMM) and HMMTODP 2.0 (www.enzim. huwhmmtop/index.heml). The complate COT gene sequences of the
muscid flies all have 1536bp and the following GenBank accession numbers: AY526195 for H. frritans, AY326106 for M. domestica, and
AY326197 for 5. caleirrans.

occurred at the third codon position {onaverage, 83% of  abundant at the first position: five A — G transitdons,
all substiturions). At this position, 65% of the nucleotide three A «— C transversions and one G — T transversion.
changes were A+« T transversions. However, all  There was no T — C transition that provided amino
nucleotide subsututions at the third position were acid change in these sequences, degpirte being highly
synonymous mutations. Only two amino acid changes  predominant among the nucleotide substirutions at the
related to substitutions at the second codon position  first coden position {73%). In one specific amino acid
were found among the COI sequences of muscid change, at position 510 of the predicted protein
species. Non-synonymous substitutons were more sequence of M. domesrica, a threonine (1) — valine
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(V) change froon M. domestica to H. irritans and
8. calcitrans required two nucleotide substirtions
involving the first and second positions of the codon.

We performed comparative analysis among these data
and other muscid homologous sequence available in
GenBank; comparisons of the M. domestica COI gene
sequence with homologous sequences (AF104616,
AF104622 and AF2595i8) were done to screen for
the identification of polymorphic sites. This compara-
tive analysis showed a T « C transition at position 344
of the nucleodde sequence. This substituton resulted in
a methionine (M) — threonine (T) amino acid change
in the predicted CO1 protein of M. domestica AF259518
sequence. We alsc compared our datawith 11 GenBank
entries related to a 218 bp fragment of the S, calcirans
COI1 (AF435120 to AF45512229 and AF452104): Of
31 polymorphic sites identified as synonymous substi-
tetions, five were only found in the S, caleitrans sequence
reporied here. Nucleotide distance analysis showed that
the haplotype described here clustered with a previously
described haplogype 5, AF455123 (0.023 * 0.011).
Pairwise comparison of our data with the COI parrial
sequence (1167bp) of another muscid, Hydretaea
rostrata (AB112829), showed an average similarity of
86.3% art the nucleoride level and 97.1% at the amino
acid level. There was a predominance of A—T
wransversions at the third codon positdon (44.6% of all
nucleotide substitutions), but only two A+~ T trans-
versions were H. rostrata-specific amino acid changes
(K- N and I-— V at homologous positions 406 and
414, respecrively). In addition to non-synonymous
substitutions at third codon positons, a further five
amino acid sites were specific to the A, restrata sequence:
N, L, I, ¥ and F at homologous positons 118, 361, 392,
465 and 466, respectively.

The similarities among the predicted amino acid
sequences of the three muscid COI proteins were high.
Only six divergent sites changed the amino acid polarity
and these substitutions occurred at the internal loops 12,
14 and 15 (positions 171, 328 and 402), the external
ioops E2 and E¢ (positions 133 and 447) and the
COOH-terminal {position 510) (see Lunt et al. 1996).
None of the changes affected the structural prefile of the
predicted COI protein of H. irritans, S. calcitrans and
M. domesrica, and this profile agreed with the structural
evolutonary model described for the insect COI protein
(Lunz et al, 1996).

The amino acid content of the muscid COI protein
sequences was examined ro assess the A + T bias effect.
Crozier and Crozier (1993) suggesred a carrelation
between base composition and codon usage in insect
mtDNA, with a preference of protein-coding genes
using A + T-rich codons. Comparison of the A + Tand
G + C-rich codons revealed a significant difference in
amino acid bias in the predicted COI proteins of these
muscid species (the third codon poesitions were not
considered). Amino acids coded by A + T-rich codons
(K, M, N, I, Yand F) were more abundant than those
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coded by G+ C-rich codons (G, A, R and P)
(x* = 23.90, p < 0.00001, DF = 1 for H. irritans;
x? = 23.37,p < 0,00001,DF = 1for S. caleitrans; and
x* = 22.80, p < 0.00001, DF = 1 for M. domestica).
In the animal mitocondrial genome, leucine (L} is
coded by TTA and TTG, which are T-rich ¢codons, and
by CTN, which is not. In the muscid COI genes, the
use of T-rich codons for L, instead of CTN codons, was
more pronounced than in the homologous region of
Apis melfifera, which has the A + T-richest mitochon-
drial genome, (x?=86.20, p~0, DF=1 for
H. irritans; y* = 65.52,p ~ 0, DF = 1 for S. ealcitrans;
and x%®=5929, p~0, DF =1 for M. domestica;
versus ¥ =50.81, p ~ 0, DF =1 for A. mellifera).
Foster et al. (1997) suggested that this type of amino
acid bias would affect phylogenetic reconstructions
based on protein sequences, in a manner similar 1o that
of nucleotide bias in DNA sequences. Evolurionary
studies using muscid COI seguence should carefully
address this question.

The characterization of mitochondrial genes in
the Muscidae family could conmibute to increase the
knowledge about the diversity and evolution of the
mtDNA molecule in the dipteran order. Some taxa such
as the Muscoidea superfamily are poorly represented in
sequence databases and the few available sequences are
from nuclear genes from a low number of species.
Phylogenedc studies supported by molecular markers
(Bernasconi et al. 2000, Nirmala et al. 2001), including
partial COI sequences, have investigated the monophyly
of the Muscoidea and Qestroidea taxa, bur no
monephyletic relationships have been convincingly
established. Studies providing miDNA sequence infor-
mation could be useful for further evolutionary work on
Muscoidea species. A derailed examination of the
evolutionary and strucrural patterns of specific
mtDNA regions could provide valuable insights for the
effective use of mtDNA as a molecular marker in
phylegenetic studies (Lunt et al. 1996).
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Metodologia detalhada

Amostras

Individuos adultos de H. irritans foram coletados diretamente sobre os hospedeiros
bovinos no municipio de Goiania, GO, em Outubro/2001, e conservados em 4lcool absoluto a
4°C. Adultos de S. calcitrans foram enviados do municipio de Eldorado do Sul, RS, pelo
pesquisador Jodio Ricardo Martins (FEPAGRO) em Abril/2003. As amostras estavam preservadas
em 4lcool absoluto ¢ foram mantidas a 4°C. Para M. domestica, pupas frescas provenientes de
uma criagdo originada a partir de amostras do municipio de Sarapui, SP, foram fornecidas por
Patricia Thyssen (Depto. Parasitologia, UNICAMP) em Qutubro/2002,

Extracdo do DNA

As extragbes de DNA total foram feitas conforme o método fenol/clorof6rmio, descrito
em Infante-Vargas & Azeredo-Espin (1995), com volumes adaptados para a realizagio do
procedimento em tubos de microcentrifuga. Cada individuo foi colocado em um tubo com 150uL
de tampdo de homogeneizagéo (Tris.Cl 10mM, NaCl 60mM, Sacarose 300mM, EDTA 10mM),
pH 7.5, ¢ macerado apds a adigdo de 150pL de tampao de lise (Tris.Cl 300mM, SDS 40mM,
EDTA 20mM, 0,7% do volume de DEPC), pH 9,0. Em seguida, as amosiras foram incubadas no
gelo por 15 minutos e, logo apés, foi adicionado igual volume (300uL) de fenol (equilibrado em
pH 7,6), seguido de agitacio e centrifugacio a 4°C por 5 minutos a 5000 rpm. Ao sobrenadante
foram adicionados volumes iguais de fenol e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). As amostras
foram centrifugadas novamente por 5 minutos a 5000 rpm e ao sobrenadante foram adicionados
mesmo volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Logo apds, outra centrifugagio foi
realizada como descrito anteriormente. Ao sobrenadante final foram adicionados 225¢L de 1xTE
(10mM Tris.Cl, pH 7,4, ¢ 0,ImM EDTA, pH 8,0), 22uL de acetato de sédio 3M e 1200uL de
etanol absoluto a —20°C, seguindo-se de precipitagio do DNA a -20°C por 2 horas. Apéds a
precipitagdo, as amostras foram centrifugadas a 9000 rpm por 30 minutos a 4°C. O “pellet” de
DNA foi ressuspendido, novamente, em 150pL de 1xTE, 8pL de acetato de sodio 3M e 450pL de
etanol absoluto a —20°C e precipitado por 30 minutos a ~70°C. Apés uma centrifugagio final a
9000 rpm por 30 min, o “pellet” de DNA foi ressuspendido em 50-100uL de 1xTE e armazenado

a—20°C até analises posteriores.
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Amplificagdes

Diferentes combinagdes de oligonucleotideos iniciadores (“primers”) universais descritos
em Simon et al. (1994) para o DNAmt de insetos foram usados para a amplificagio via reagiio em
cadeia da polimerase (PCR) do gene COI do DNAmt das trés espécies da familia Muscidae. O
gene COI foi amplificado em dois fragmentos distintos que se sobrepunham, contendo a regido
carboxi- (C1-N-2329 + TY-J-1460) ou amino-terminal (TL2-N-3014 + C1-J-2195) (Figura 1). As
reagBes foram realizadas em um volume final de 25ul utilizando os termocicladores PTC-200,
MiniCycler (MJ Research) e GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer). Foram utilizados os
seguintes reagentes (concentragdes finais): 20mM Tris-HCI (pH 8.4), 50mM KCl, 1,25U da
enzima Tag DNA polimerase, 200pM de cada dNTP, 1,5mM MgCl, 500nM de cada
oligonucleotideo (Figura 1), e 1ul da amostra de DNA total. As condig¢Ses das reagdes foram:
desnaturagio a 94°C por Smin (1 ciclo); desnaturagio a 94°C por lmin, hibridizagdo a 50°C por
Imin, e extensdo a 72°C por 2min (35 ciclos); extensdio final a 72°C por Smin (1 ciclo). Um
volume de Sul de cada reagio foi visualizado em gel de agarose 1%, corado com brometo de

etideo.

Cl-]-2195—‘

COlI

TL2-N-3014 I— C1-N-2329

Figura 1. Representagdo esquematica do gene COI e genes flanqueadores (L2 - RNA{ para
leucina 2; Y - RNAt para tirosina) do DNAmt de insetos, mostrando a posicéo e os “primers”

usados na metodologia deste capitulo,

Seqiienciamento
Os produtos das reagdes de amplificagdo foram purificados usando o kit QIAQuick PCR
Purification (Qiagen), segundo instrucdes do fabricante. Foi realizado seqitenciamento direto a

partir dos produtos da PCR purificados utilizando 2pL. do ABI-PRISM Big Dye terminator
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sequencing v3.0 (Applied Biosystems), 2pl. de tampdo de seqlenciamento (Applied
Biosystems), 3,5pmol de “primer”, 100ng produto da PCR e 4gua q.s.p. 10uL para cada reacio
de seqilenciamento. Cada produto da reagiio de seqiienciamento foi purificado através do método
isopropancl/etanol ¢ a obtengio das seqiiéncias foi através do seqiienciador automatico modelo

377 (Applied Biosystems), segundo instructes do fabricante.

Analises das Seqgiiéncias

Os dois fragmentos seqlienciados do gene COI foram montados manualmente para
determinar a seqgiincia completa das trés espécies. Além destas seqiiéncias, as seqiiéncias
nucleotidicas do gene COI de outras espécies de dipteros depositadas no GenBank, como
Scathophaga stercoraria (Scathophagidae) (AF104625), Cochliomyia hominivorax (AF260826),
Chrysomya putoria (Calliphoridae) (AF352790), Drosophila yakuba (Drosophilidae) (X03240) e
Aedes aegypti (Culicidae) (AF380835), também foram alinhadas usando o programa Clustal X
(Thompson er al. 1997) configurado segundo os pardmetros padres. As seqiiéncias alinhadas
foram analisadas em relag@o as composicbes nucleotidicas e de aminoécidos, localizagio dos
sitios variaveis ¢ distincias genéticas usando o pacote MEGA2 (Kumar ez al. 2001). O modelo de
distancia uttlizado foi o Tajima-Nei (Tajima & Nei 1984).

As seqiiéncias de aminodcidos preditas da proteina COI das espécies de Muscidae foram
submetidas a buscas por padrdes de hidrofobicidade através do método de “hidden Markov”
utilizando dois diferentes programas: TMHMM Server 2.0 (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM)
¢ HMMTOP 2.0 (www.enzim hw/hmmtop/index.html). A predi¢do do padrio de hidrofobicidade
pode indicar regides transmembranas na proteina e permitir a comparagio com o padrdo

estrutural proposto para a proteina COI de insetos (Lunt ef al. 1996, Figura 2).
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Figura 2. Esquema do modelo proposto para a topologia bidimensional da proteina COI de

insetos, mostrando as regides transmembranas (M1-M12), as alcas internas (I1-I5) e externas

(E1-E6), e o carboxi- (COOH) e amino-terminal (NH;). Adaptado de Lunt et al. (1996).
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CAPITULO 2

Artigo - Oliveira, M.T., da Rosa, A.C., Azeredo-Espin, AM.L. & Lessinger, A.C (2006).
Improving access to the control region and tRNA gene clusters of Dipteran mitachondrial DNA.
Journal of Medical Entomology, 43: 636-639.

Resumo

Apesar do sucesso do uso de “primers” untversais para amplificar o DNAmt de insetos,
algumas regides especificas continuam sendo dificeis de analisar e demandam o uso de “primers”
taxon-especificos. Neste trabalho, nés descrevemos um mnovo conjunto de “primers” para
amplificar e seqiienciar eficientemente a regido-controle e trés agrupamentos de genes de RNAt
do DNAmt de dipteros de importdncia médica e veterinaria, incluindo espécies das familias
Muscidae, Calliphoridae e Oestridac. Estes novos “primers” foram tteis para investigar a

informac¢#o nucleotidica e a organizagao estrutural do DNAmt de dipteros.

Palavras-chave: *“primers” conservados, regifio-controle, Diptera, DNA mitocondrial, RNAt
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SHORT COMMUNICATION

Improving Access to the Control Region and tRNA Gene Clusters of
Dipteran Mitochondrial DNA

M. T. OLIVEIRA." A. C. DA ROSA, AM.L. AZEREDC-ESPIN, axn A. C. LESSINGER

Laboratéric de Genética Animal, Centro de Biologia Molecular & Engenharia Genética (CBMEG) and Departamento de
Genética e Evolugio. Instituta de Biologia, Universidade Estadual de Carpinas {UNICAMP), CP 6010, CEP 13083-875,
Campinas, S0 Paulo, Brazil

]. Med. Entomol. 43(3): A36-639 (2006)
ABSTRACT Despite the successful use of universal primers for amplifying insect mtIDNA, specific
regions remain difficult to recover and demand the use of taxon-specific primers. In this work, we
describe a new set of primers for efficiently amplifying and sequencing the mtDNA control region and
three tRNA gene clusters of dipterans of medical and veterinary importance, including Muscidae,
Calliphoridae, and Oestridae species. These new primers were useful for investigating the nucleotide
information and the structural organization of dipteran mtDNA.

KEY WORDS conserved primers, control region, Diptera, mitochondrial DNA, tRNAs

Animal mitochondrial DNA (miDNA) has been
widely used as a molecular marker in evolutionary
studies (Boore 1999). A compilation of conserved
polymerase chain reaction primers described by Si-
mon et al. {1994) provided a useful tool to assess
regions of insect mtDNA, However, there are mtDNA
regions that are poorly covered by the conserved
insect primers, particularly tRNA gene clusters and
the control region (or A+T-rich region). In this re-
port, we describe a new set of primers that are useful
for amplifying 1} the control region (CR); 2) the
CR-flanking genes, tRNAM", tRNASY™ and tRNAUe
{MQI); 3} the gene cluster containing the tRNAT",
tRNAS and tRNAT™ (YCW); and 4) the main tRNA
cluster of mtDNA (FES2NRA). This set of primers was
designed to amplify the mtDNA of important medical
and veterinary dipterans, such as the hom fly, Haema-
tobia irritans (L.}; the house fly, Musca domestica (L.);
the stable fly, Stomoxys calcitrans (L.); Atherigona
orientalis {Schiner): Ophyra aenescens (Wiedemann);
{Muscidae) the screwworm, Cechliomyia hominivorax
{Coquerel); the blowtlies Chrysomya albiceps (Wiede-
mann), Chrysomya chioropyga (Wiedemann), and Chry-
somya megacephals (F.) (Calliphoridae}; and the botfly,
Dermatobia hominis (L., Jr.} (Oestridae) {Table 1),

Materials and Methods

In addition to preliminary sequence data for
H. irvitans, 5. calcitrans, and M. domestica mtDNA, the
homologous regions from the ND2, ND3, ND3, and
125 (RNA genes of dipterans available in GenBank
{www.nchinlm.nih.gov) were aligned using Clustal X
{Thompson et al. 1997). The candidate primers were

! E-rnail: mto@unicamp.br,

selected based on conserved aligned regions, except
for the primers TI-N-21 and T1-J-38, which were spe-
cifically designed based on H. irritans sequences. The
structural stabilities and thermodynamic properties of
all candidate primers were analyzed using Gene Run-
ner software (Hastings Software Inc., Hastings on
Hudson, NY}. Detailed information for the eight
primers reported here is given in Fig. 1.

Total DNA from individual dipterans was extracted
according to Infante-Vargas and Azeredo-Espin
(1993), with volumes adapted for microcentrifuge
tubes. Polvmerase chain reaction (PCR) was done
using a PTC-200 thermocycler (M] Research, Water-
town, MA), with the following conditions: 1 ] of tatal
DNA was used in a 25-ul reaction with 1.25 U of
TagDNA polvmerase (Invitrogen, Carlsbad, CA}, 200
M of each ANTP, 1.5 mM MgCl,, and 500 nM of each
primer. After an initial denaturation step at 95°C for 3
min, 35 cycles were run, each consisting of melting at
05°C for 1 min, annealing at 43-52°C for I min, and
extension at 60°C for 2 min. A final extension step was
run at 60°C for 5 min. When appropriate, the purified
PCR products were directly sequenced with BigDye
Terminator version 3.1 cycle sequencing kit and an-
alyzed in an ABI 377 automated DNA sequencer {Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA}, except for H. ir-
ritans amplicons, which were cloned before
sequencing. The cloning reactions were done using a
TA cloning kit (Invitrogen), according to the manu-
facturer’s specifications.

Results and Discussion

The primers N2-N-327, SR-J-14941, and TI-N-21
were designed to provide an efficient amplification of
the mtDNA CR. The primer N2-N-327 is perhaps the

0022-2385/ 06/ 0636-063950-4.00/ 0 © 2006 Entomological Saciety of America
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Table 1. Nuwuber and origin of samples of dipleran species
tested For the amplifications of snDNA regions

mtDNA region
CR® MQI" YCW® FES2NRAY

Sample origin

OLVERA ET AL.: MTDNA ControL RecioN aND TRNA GENES oF DIPTERANS

H. iritans

Pirassununga. Bruzil 8 8 § 8

Coiinin, Brazil 8 8 8 5

Patos, Brazil ] 8 g 8

Libertad, Uruguay 8 8 3 8

Rafaels, Arrenting 5 — — —_

Barquisimeto, Veneruela 4 — — —

Khump, Malavsia 5 — — —
M domestica

Surgpuf, Bruzil 8 5 i &
S. caloitrans )

Siio Sebastiio do Paraiso, Brazil W * ¥ 3

Uberlindia, Brazil * x * 10

Eldorado do Sul. Brazil * i + 10
A oricmialis

Mogi Guagu, Braxil 2 a 2 2
Q. gevesteTty

3o Sebastiio do Paraizo, Brazil * ] * 8
. honinicorax

Caispdnia, Brazil o 10 10 10

Cerre Largo, Uruguay w10 10 10

Barguisimeto. Venazruela 10 10 10 10
C allriceps

Rig de Janeiro, Brazil — NR NR ]

Colonia, Urugnay — NR NR 10
C. chloropyan

Belém, Brazil £ NR NR 5

530 Joio da Bogr Vista Brazil 5 NR KR 5
C. mepocephal

Adamanting. Brazil 8 NR NR 8

Campinas, Brazil 8§ NR NR 8
D hominis

Fivassununga, Bruzil 0 10 10 1o

Braganca Paulista, Brazil 10 10 10 10

Indaiatuba, Brazil 6 6 3 [

NR. reactions not recommended.

” Repion amplified using primers TE-N-21 <+ SR-J-14941 (H. jrr-
tens}, and N2-N-327 + SR-J-14941 (all species).

¥ Region amplified using primers N2-N-327 + TI-J-42 {or TT-J-38 for
H. irritans).

¢ Region ampiified vsing pdmers C1-N-2191 + TI.J42 {or TI-J-18
for M. irritans).

¢ Region amplified using primers N5-N-6534 + N3-J-5045 and N5-
N-B647 + N3-J-3945

" Mot tested.

/No amplification.

most conserved, versatile, and structurally stable
primer of this newly described set. In combination
with 12S-annealing primers, the N2-N-327 primer pro-
vides an alternative for amplifying CR sequences in-
stead of using tRNA-annealing primers. This strategy
is particularly useful for the amplification of Chryso-
mya mtDNA, because many species of this genus
present two tRNAY copies (Lessinger et al. 2004). In
addition, tRNA genes adjacent to the CR are fre-
quently involved in structural rearrangements (Boore
1999}, and this may contribute to failures in amplifying
the CR in species where the mtDINA gene order is
unknown, The primer SR-J-14941 is the complemen-
tary-reverse sequence of the primer SR-N-14922
{Simon et al. 1994), shifted 2 bp downstream. This
primer is located at the 37 end of the 125 tRNA gene
(Fig. 1A) and is very useful for improved sequencing
of the 3’ end of the CR.
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The CR sequences of H. irritans samples from six
localities in South America and one in Asia (Table 1)
also could be amplified by combining the primers
SR-j-14941 and TI-N-21 (instead of N2-N-327) to ex-
tend the CR3' end sequencing data. The H. irritans CR
was completely sequenced for eight samples {Table I;
GenBank accession numbers AY929377-AY929384)
and ranged from 1236 to 1704 bp. The structural or-
ganization of H. irritans CR resembles that of myiasis-
causing flies (Lessinger and Azeredo-Espin 2000).

We designed new primers to allow a better assess-
ment of the tRNA clusters MQI, YCW, and FES2NRA.
The primer N2-N-327, when combined with the new
primers TI-J-42 or TI-J-38 described here, efficiently
amplified the MQI gene cluster (=300 bp}. These new
primers are the complementary-reverse sequences of
the TI-N-24 (Simon et al. 1994) and TI-N-2] {specific
for the H. irritans sequence) primers, respectively. We
recommend caution when using the primer TI-J-42 for
amplifications of Chrysomya mtDNA because of the
presence of two tRNA™ copies in the mtDNA of
species of this genus (Lessinger et al. 2004).

The newly described primers TI-J-42 and TI-J-38
were used in combination with the primers C1-N-1560
and C1-N-2191 (Simon et al. 1984) to amplify and
sequence the tRNA gene cluster YCW. The primer
C1-N-1580 failed to amplify the YCW region of calli-
phorid and oestrid species, but worked well in ampli-
fying muscid mtDNA. The homologous regions of
H irritans, M. dowmestica, A orientalis, C. hominivorax,
and D. hominis were successfully amplified using
T1-}-42 {TI-]-38 in H. irritans) and C]-N-2191 (Simon
et al. 1994) and provided an ==2000-bp PCR product,
including the ND2 gene.

To amplify and sequence the FES2NRA gene
cluster of H. #rritans, M. domestica, and S. calcitrans,
we designed the primers N3-J-3945, N5-N-6554, and
N5-N-6647. PCR provided well-resolved amplicons of
=G50 and 750 bp. These primers were successfully
used to amplify the homologous regions of all species
analyzed (Table 1).

Based on our preliminary analysis of restriction
fragment-length polymorphism profiles and sequene-
ing multiple clones, we feel that the primers de-
scribed here amplify original mtDNA, but we en-
courage others to validate the amplicons retrieved
by these primers before proceeding with any exten-
sive study of a given dipteran species. Contamination
of amplification reactions with nuclear copies of mi-
tochondrial genes (NUMTs) is a widespread phe-
nomenon that has not been described in Diptera
(Blanchard and Schmidt 1996, Zhang and Hewitt 1996,
Bensasson et al. 2000). To avoid the possible amplifi-
cation of NUMTs, we suggest that amplification of
the entire mitochondrial genome by long-PCR (Barau
et al. 2005) should be used as the template for nested
PCR with the primers described here. Because the
insertion of large mitochondrial sequences {~8-9 kb)
in the nuclear genome is a rare event (Zhang and
Hewitt 1996), this strategy could provide reliable re-
sults.
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A)
YCW MQI CR FESZNRA.
— I —
SR-J-14612
}'}Z e SRI454 '
j / N3-J-39457
/ P
COI [vc¥ ND2 M1 comoregon | 12§ // ND5 [FEsanRAND3
| Lvsnss4n
|—-C‘1-N-219I L—Cl-N-lS(-o ‘ f' I:ﬁ'ﬁ'ﬁ' L M5 N-64T
1 FMN-193
—MZN-3i
B)
BR-J-149%41 - 18 nt R2-N-327 - 1% nt
5 3 5 3
Species AGCCARARATAAAMCTTTA Species CTARACCTATTCARGCTCC
Haematobia irritans = = ..........c.ciean Haematobiz Irritans = ... cciiaeiinrnnnns
Stomoxys calcitrans = .. ... .ieseananien T Cochliomyia hominivorax ..............c...e0
Musca domestica . Chrysomypa chlerapyga ... ... ... ..cccaann
Cochliomyia hominiverax  .....v-ceceeennnas Dermatobia hominis ... ... iieeaeaen
Chrysomya ChlOTOPYEE  +r v vsvmemmenansnnn Droscphila yakuba = = 0 ... ... ..iaaaeaaaaan
Dermatobia Bomifiis 0 ... iaeaaas Caratitizs capitata = = ... iecciaaiaaaaan
Drosophila yakuba 0 ..ll..iiii.ic.... Angpheles gambiae = =0 ........iieieiieaaaan
Ceratitis sapitata = = .. ..o iiiieienan
TI-J-42 - 15 nt TI-N-21 - 18 nt
C/R of TI-N-24 {Simocn et al. 1894} TI-J-38 {C/R of TI-N-21)
5’ 3 5 3
Species TTACCTTGATAGGGTAAAT Species ATCCTATCARGATAGCCC
Haematobia irritans C..T......... A..G Haematobia irritans = ... .ceicaiiiiaaan
Stomoxys calcitrans c f A...G Stomoxys celcitrans CT....... AG...T..
Musca domestica = = ==0L....iiciiaiiieiiaan Musza domestica o G..A...
Cochliomyia DOmInIVOLAN ........civurronnas Dermatobia hominis B G..A. ..
Dermatobia hominisg b A..... Drogophila yakuba o G..A...
Drogophila yakwoba ...l
W3-J-5%45 - 17 ot N5-H-6647 - 20 nt
5°' 3 5' 3
Species CATGAATGRAATCARGG Specles GGTTCAATRTGRATTTATACC
Cochliomyia hominivorax  .......c.vceevacen Cochliomyia hominivorax ........ S
Chrysomya CRIOZOPYTE vvevvwrcnnnronnnn Chrysomya chloropyge ........ G iransns
Dermatobia hominis = Darmatobia heminis ..... T..A...........
Droseophila yakuba ~ = =0 ... ... c.-oiii.ass Droscphila yakuba = ........ A&, .. ... ...,
Ceratitis ecapitata = ... .. .ciioaainnn- Ceratitis capitata = ........ .
Ancpheles gambiae = =0 ........... c..... Ancphelas gambiae R~ S R N
N5-N-6554 - 20 nt
5' 3T
Species GGATGATCWGAATATTTTRG
Cochlipmypia komipiverax ........ - S
Chrysamya chloropyga @ ........ T
Dermatobia hominis T .
Drosophila yakuba @0 ..., . G, A, ..o nu
Ceratitis capitata - N A....T...A..
Anophalas gambiae ..T...AGA....T......
Fig. 1. (A} Schematic model of the mitochondrial genome organization. The primer nomenclature is based on Simen et

al. (1994}. Target regions are shown in thick bars and include the control region (CR), the CR-flanking tRNA genes (MQI),
the YCW tRNA gene cluster { YCW), and the main mtDNA tRNA cluster (FES2NRA). The relative positions of the miDNA
primers described in this study (*) and the primers described by Simon et al. (1994) are given. (B) Primer sequences {5 t03),
length (at, nucleotides), and alignment of homologous regions in other dipteran species. Complementary-reverse sequences
are indicated by C/R. The following symbols were used in the degenerated primers N3-N-6554 and N5-N-6647: W. A/ T and
R. A/G. Dots in the alignments indicate identica! sites. The complete mitochondrial genomes available in GenBank, in addition
to preliminary sequence data for Muscidae species, were included in the primer alignments. Sequences providing lovw-
confidence alignments were excluded from the comparative analysis, The GenBank accession numbers for the C. hominivorax,
C. putoria. D. hominis, Drosophila yakuba (Mivake), Ceratitis capitata {Weidemann), and Anopheles gambige (Giles) mtDNA
sequences are NC_002660, NC_002697, NC_006378, NC_001322, NC_000857. and NC_002084. respectively.
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In conclusion, eight new primers, which can be
efficiently combined with “universal” insect mtDNA
primers (Simon et al. 1994}, have been developed
and evaluated for their usefulness in amplifying four
mtDNA regions of muscid, calliphorid, and oestrid
species. These primers may be useful for Diptera and
may provide informative molecular markers as well as
information on the structural diversity of dipteran
mitochondrial genomes.
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Metodologia detalhada
Selecdo dos “primers”

Para a construciio dos “primers” para amplificacio das regibes de interesse do DNAmt de
dipteros, foi levado em considera¢io o grau de similaridade entre as seqiiéncias e as propriedades
termodindmicas da molécula. Primeiramente, foram obtidas seqiiéncias parciais do gene de RNAr
128, do ND2 e do RNAt Ile (I) para as espécies H. irritans, S. calcitrans e M. domestica
utilizando “primers” descritos em Simon et al. (1994). Estas seqiiéncias foram alinhadas com
seqiiéncias de outros dipteros disponiveis no GenBank, tais como Cochliomyia hominivorax
(NC _002660), Chrysomya chloropyga (NC_002697), Dermatobia hominis (NC_006378),
Drosophila yakuba (NC 001322), Ceratitis capitata (NC_000857) e Anopheles gambiae
(NC_002084), usando o programa Clustal X (Thompson ef al. 1997), para a selecdo regides
candidatas de 17 a 20pb altamente conservadas, entdo testadas quanto as suas propriedades
termodindmicas. O “primer” TI-N-21 e seu complementar-reverso TI-J-38 foram construidos
baseados na seqiiéncia idéntica a de H. irrifans para melhorar a amplificago € o seglienciamento
da regido-controle e dos agrupamentos MQI e YCW, pois o “primer” universal TI-N-24 (Simon
et al. 1994) ¢ seu complementar-reverso TI-J-42 ndo funcionaram bem para esta espécie, apesar
de serem usados com sucesso para quase todas as espécies descritas na “Table I” do artigo
apresentado neste capitulo. O grau de conservagdo dos oito “primers” descritos neste trabalho
pode ser observadoe na “Fig. 1B” do artigo.

A avaliacdo das propriedades termodindmicas e da estabilidade estrutural dos “primers”
candidatos foi realizada através do programa Gene Runner (Hastings Software Inc.) usando os
seguintes parimetros: foram desconsiderados os “primers” que apresentaram dimeros, algas
“hairpin”, “bulge” e intemas com energia livre menor que -1 kcal/mol. Nenhuma restri¢do quanto
ao contetido de G+C e valor de TM dos “primers” foi feita devido ao alto conteudo de A+T nas

seqiiéncias usadas como molde para constru¢éo dos mesmos.
Amostras

Os dados sobre coletas e preservagio das amostras utilizadas neste capitulo estdo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados sobre as amostras das espécies de dipteros utilizados neste trabalho.

Espécie Localidade Condi¢#o da amostra Responsivel Data
H. irritans Pirassununga, SP Adulio congelado -70°C M. Constantine Filho 08/2001
Goidnia, GO Adulte dleool absoluto AM.L. Azeredo-Espin e 10/2001
A.CM. Junqueira
Patos, PB Adulto alcool absoluto M.L. Lyra 08/2002
Rafaela, Argentina Adulto dlcool absoluto A. Guglielmone 12/2002
Libertad, Uruguai Aduito congelado -70°C M.T. Oliveira, M.L. 01/2003
LyraeP. Fresia
Kinang, Maldsia Aduito alcool absoluto A.M.L. Azeredo-Espin 09/2003
Barquisimeto, Venezuela  Adulto alcool absoluto A. Coronado 1272003
§. calcitrans S. Seb. do Paraiso, MG Adulto congelado -70°C M.T. Oliveira, M.L, 02/2004
Lyra e P. Fresia
Uberlindia, MG Adulto dlcool absoluto J. Mendes ¢ G.OR. 06/2003
Motta
Eldorade do Sul, RS Adulto dlcool absoluto J.R. Martins 04/2003
M. domestica Sarapui, SP Pupas frescas P. Thyssen 10/2002
A. orientalis Mogi Guagu, SP Adulto congelado -70°C A.C.M. Junqueira ¢ T.T. 04,2004
Torres
Q. aenescens S. Seb. do Paraiso, MG Pupas frescas M.T. Oliveira, M.L. 02/2004
Lyra e P, Fresia
C. hominivorax  Cailapdnia, GO Pupas frescas R.C. Assise M.L. Lyra 01/2005
Cerro Largo, Uruguai Pupas frescas M.T. Oliveira, M.L. (1/2003
Lyra ¢ P. Fresia
Barquisimeto, Venezuela  Adulto 4lcool absoluto A. Coronado 12/2003
C. albiceps Rio de Janeiro, R} Adulto dlcool absolute F.F, Conte 05/2000
Colonia, Urugnpai Pupa fresca M.T. Oliveira, M.L. 01/2003
Lyra ¢ P. Fresia
C. chloropyga  Belém, PA Pupas frescas AMUL. Azeredo-Espin ¢ 03/2001
A.CM. hunqueira
Sdo Jodo da Boa Vista, SP Pupas frescas Depto.' Parasitologia, 02/2000
UNICAMP
C. megacephala Adamantina, SP Adulto lcool absoluto T.T. Torres 03/2000
Campinas, SP Adulto élcool absoluto T.T. Torres 0%/2001
D. hominis Pirassununga, SP Pupas frescas AA.G. Maia 01/2001
Braganga Paulista, SP Larvas frescas K.S. Yotoko 10/1995
Indaiatuba, SP Pupas frescas S. Geurgas 04/1996
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Extra¢do do DNA

O DNA total dos individuos foi extraido conforme descrito na Metodologia detalhada do
Capitulo 1.

Amplificacdes

Os novos “primers” foram testados em combinagio com “primers” universais para o
DNAmt de insetos (Simon et al. 1994) conforme esquematizade na “Fig. 1A” do artigo. As
reacOes foram realizadas com um volume final de 25ul utilizando os termocicladores PTC-200,
MiniCycler (MJ Research) ¢ GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer). As concentragﬁes
finais dos reagentes utilizados sio as mesmas descritas na Metodologia detalhada do Capitulo 1.
As condicBes das rea¢des foram: desnaturaciio a 94°C por 5min (1 ciclo); desnaturagéo a 94°C
por 1min, hibridizagdo de 42 a 55°C por Lmin, e extensiio a 60°C por 2min (35 ciclos); extensdo
final a 60°C por Smin (1 ciclo). Um volume de 5ul de cada reacfio foi visualizado em gel de

agarose 1%, corado com brometo de etideo.

Clonagem e Segtienciamento

Para vernficacio da amplificacio das regides alvo (regido-controle, MQI, YCW ¢
FES2NRA), os produtos da PCR de um individuo de H. irritans de cada localidade foram
clonados ¢ seqlienciados. A purificagcio dos produtos amplificados foi realizada através de dialise
por 20 min utilizando membranas Millipore 0,05um ¢ tampzo T.E., pH 7,0, segundo Lessinger &
Azeredo-Espin (2000). A clonagem dos fragmenios em plasmideos foi feita com o kit TA
Cloning (INVITROGEN), segundo instrugbes do fabricante: para a ligagfio, foi usado 3uL do
produto de amplificacio, 2ul do plasmideo pCR 2.1, 1pL de tampdo, IpLL de DNA hgase e agua
q.s.p. 10uL. (14°C por 16 horas); a transformacao foi feita através de choque quimico utilizando
tampdo KCM/PEG (KCl 1M, CaCl;.2H,O 0,3M, MgCl; IM e 10% PEG 6000) em células
DHI10b; e a selecdo das colénias recombinantes foi verificada por digestio dos plasmideos
recuperados através de lise alcalina.

As reacdes de seqilenciamento foram realizadas utilizando o método Big Dye (Perkin
Elmer): 2uL do ABI-PRISM Big Dye terminator sequencing ¥3.0 (Applied Biosystems), 2uL de
tampdo de seqlienciamento (Applied Biosystems), 3,5pmol de “primer” (M13D ou MI3R),

400ng plasmideos recuperados e dgua q.s.p. 10uL para cada reacdo de seqiienciamento. Cada
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produto da reagio de seqlienciamento fo1 purificado através do método isopropanol/etanol e a
obtengdo das seqiiéncias foi através do seqiienciador automatico modelo 377 (Applied

Biosystems), segundo instru¢des do fabricante.

Andlises das Seqiiéncias

Os genes de RNAt foram identificados nas segiiéncias obtidas utilizando o programa
tRNA-Scan (Lowe & Eddy 1997). A organizagio estrutural dos genes de RNAt foi comparada
aquela encontrada no genoma mitocondrial de D. yakuba (Clary & Wolstenholme 1985). A

estrutura da regidio-controle de H. irritans foi analisada conforme descrito a seguir no Capitulo 3.
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Capitunlo 3

Manuscrito - Oliveira, M.T., Azeredo-Espin, A.M.L. & Lessinger, A.C. “The mitochondrial
DNA control region of Muscidae flies: evolution and structural conservation in a dipteran

context”. Submetido para publicagéo.

Resumo

A estrutura e evolugdo da regido-controle e de seus genes flanqueadores no DNAmt de
dipteros de importincia econdmica da familia Muscidae (Brachycera: Calyptratae), Haematobia
irritans, Musca domestica e Atherigona orientalis estdo apresentadas neste trabalho, junto a
descrigdo de regides intergénicas ndo-codificadores relacionadas a seqii€ncias flanqueadoras da
regido-controle no DNAmt de Stomoxys calcitrans e Ophyra aenescens (ScIR e OalR,
respectivamente). A presenca destas pequenas regides intergénicas entre o gene de RNAr [125 e o
agrupamento de genes RNAt™®, RNAt?™" e RNAt"™ sugere uma organizaco diferente do DNAmt
de ambas as espécies. A caracterizagciio das seqiiéncias da regido-controle de H. irritans, M.
domestica e A. orientalis levou a identificacdo de sete blocos de seqiiéncias conservadas
homologos aos elementos previamente descritos para dipteros Calliphoridae e Oestridae
{Brachycera: Calyptratae). Analises comparativas com espécies de Drosophila (Brachycera:
Acalyptratae) revelaram quatro regibes conservadas em espécies de Brachycera. Os papéis
funcionais putativos destes elementos conservados na regulagdo dos processos de replicagio e
transcnigdo sdo discutidos. A natureza molecular da organizacio da regido-controle do genoma

mitocondrial demonstra a plasticidade da molécula de DNAmt na familia Muscidae.

Palavras-chave: DNAmt, regifio-controle, regifio rica em A+T, organizacio estrutural, Muscidae,

Diptera.
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Abstract

The structure and evolution of the mtDNA control region (CR) and its flanking genes in
economically important dipterans from family Muscidae (Brachycera: Calyptratae), Haematobia
irritans, Musca domestica and Atherigona orientalis, are presented in this paper, along with the
description of short non-coding intergenic regions possibly related to CR flanking sequences in
Stomoxys calcitrans and Ophyra aenescens mtDNAs (ScIR and OqlIR, respectively). The
presence of short non-coding intergenic regions between the 125 tRNA gene and the (RNAM,
tRNA™ and tRNA™ gene cluster suggests a different organization in the mtDNA of both species.
The characterization of H. irritans, M. domestica and A. orientalis control region sequences led
to the identification of seven conserved sequence blocks homologous to the elements previously
described for Calliphoridae and Oestridae dipterans (Brachycera: Calyptratae). Comparative
analysis with Drosophila species (Brachycera: Acalyptratae) revealed four conserved regions in
Brachyceran species. The putative functional roles of the conserved elements in the regulation of
replication and transcription processes are addressed. The molecular nature of the organization of
the mitochondrial genome control region demonstrates the plasticity of the mtIDNA molecule in

family Muscidae.

Key words: mtDNA, control region, A+T-rich region, structural organization, Muscidae, Diptera
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Introduction

The mitochondrial DNA (mtDNA) of Metazoan species has a circular, compact
organization, conserved gene content, predominantly maternal inheritance, a lack of
recombination events, and a high rate of nucleotide substitutions. These features have favored its
use as a molecular marker in evolutionary, phylogenetic and population genetics studies
conceming a wide range of taxa (Wolstenholme 1992, Saccone et al. 1999, Boore 1999). Animal
mtDNA usually contains 37 genes [13 protein-coding genes, 2 ribosomal RNA (rRNA) genes and
22 transfer RNA (tRNA) genes] and a major non-coding region (Boore 1999). The major non-
coding region of vertebrate mtDNA. contains mitochondrial transcription and mtDNA. replication
origin promoters {1racy and Stern 1995, Shadel and Clayton 1997, Taanman 1999).
Consequently, 1t 1s known as the control region (CR). Despite the fact that the major non-coding
region of other animal mtDNA lacks homology with vertebrate regulatory elements, they are
generally known as the control region as well (Boore 1999).

For insects, although much less is known about the mtDNA replication and transcription
mechanism, advances in the characterization of nuclear factors involved in these processes are
ongoing in the model organism Drosophila melanogaster (Kaguni 2004, Garesse and Kaguni
2005). The finding that the origin of replication of Drosophila mtDNA maps within the CR
(Goddard and Wolstenholme 1978, 1980) led to the detection of conserved elements in the CR of
insect mtDNA (also known as the A+T-rich region), which may be involved in replication and
transcription processes of this genome (Zhang and Hewitt 1997). Recently, Saito er al. (2005)
demonstrated the relationship between CR conserved elements and the precise position of the
replication origin of seven insect mtDNAs.

Zhang and Hewitt (1997) proposed two insect CR groups : group 1, containing two

domains - a conserved region near the tRNAM®, tRNA®™ and tRNA™ (MQI) clustered genes, and
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a variable region adjacent to the 12S rRNA gene - and group 2, with conserved elements
distributed along the entire CR sequence. Those structural elements seem to be conserved even in
more basal insect orders (Schultheis e al. 2002).

Aside from genus Drosophila, from which the CR sequences of 12 species have been
partially or completely sequenced (Clary and Wolstenholme 1985, 1987, Monnerot ef al. 1990,
Monforte ef al. 1993, Lewis ef al. 1994, Inohira et al. 1997, Brehm et al. 2001, Tsujino ef al.
2002), only two other dipteran taxa have a fully characterized CR: genus Anopheles
{Nematocera), in which the entire CR sequence is very well conserved (Caccone et al. 1996), and
Calyptratae flies from families Calliphoridae and Oestridae (Lessinger and Azeredo-Espin 2000,
Lessinger et al. 2004), whose CR structure resembles that of Drosophila species (or group 2).
Lessinger and Azeredo-Espin (2000) identified eight conserved sequence blocks (CSB) in the CR
conserved domain of seven myiasis-causing flies (Calyptratae).

Rearrangements and duplications involving mtDNA regions have been increasingly
reported in animals. One of the most common events observed in insect mtDNA has been the
occurrence of tandem repeats as part of CR sequences. Tandem repeat unit size and copy number
variation is responsible for size variation among CR sequences from different species, or even
from individuals of the same species (Zhang and Hewitt 1997). Analysis of this in tandem
variation among different geographic samples may reveal important data on the population
structure of an insect species (Dotson & Beard 2001; Snill ef a/. 2002; Mardulyn et al. 2003).

Replication errors may lead to the increase or decrease of in tandem unit number and even
to the duplication of CR-adjacent sequences. Recently, Lessinger ef al. (2004) described the
presence of duplicated tRNA sequences corresponding to the tRNAY gene and a portion of
tRNA®™ in the mitochondrial genome of three species from genus Chrysomya (Diptera:

Calliphoridae). These duplicated genes are located near the 12S tRNA gene, at the opposite end
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of the CR from where the “original” tRNA genes are located. These common structural changes
involving insect CR sequences are usually responsible for failures in amplification reactions and
limit access to CR information.

In this paper, we analyze the mtDNA CR and adjacent genes of economically important
Calyptratae flies from family Muscidae (superfamily Muscoidea), comparing them with
previously described sequences from families Calliphoridae and Qestridae (superfamily
Oestroidea), and from Drosophila species (Acalyptratae). The CRs of 11 individuals of the horn
fly, Haematobia irritans, two of the house fly, Musca domestica, and two of the pepper fruit fly,
Atherigona orientalis, were entirely sequenced, and the evolution and structural organization of
Brachycera mtDNA CR are discussed. In the stable fly, Stomoxys calcitrans, and in the black
dump fly, Ophyra aenescens, the comparative analysis of putative CR sequences suggests a
different organization of the mtDNA CR and its flanking genes, and the presence of an intergenic
region. The structural characterization of Muscidae CR will contribute to increase knowledge

about animal mitochondrial genome diversity, evolution and function.

Materials and Methods
Samples and DNA extraction

Muscidae samples consisted of 11 H. irritans individuals from different geographic
localities in South America and Malaysia, two M. domestica, two A. orientalis, one O. aenescens
and one S. calcitrans individual (Table 1). Total individual DNA was extracted from pupae or
adults as described in Infante-Vargas and Azeredo-Espin (1995), using a phenol/chloroform

procedure, with volumes adapted for microcentrifuge tubes.
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Amplification reactions

The primers used in the amplification reactions for CR sequences and flanking regions for
the Muscidae mtDNA are listed in Table 1 and indicated in Figure 1A. The PCRs were done
according to conditions described in Oliveira et a/. (in press). Except for S. calcitrans reactions,
PCR templates were an aliquot of total individual DNA. To improve the amplification of S.
calcitrans sequences, the DNA template was a 1:500 dilution from the Long-PCR amplification

product (~9.5 Kb) of S. calcitrans mtDNA (Barau et al. 2005).

Cloning and Sequencing

The PCR products were purified using 0.05 pm filters, as described in Lessinger and
Azeredo-Espin (2000). An aliquot of the purified PCR product was cloned using the TA.
Cloning® kit (Invitrogen), according to manufacturer specifications. The clones were sequenced
by automated DNA sequencing in an ABI 377 DNA sequencer using the ABI-PRISM BigDye®
terminator sequencing v3.1 (Applied Biosystems). Eight sequencing primers were designed based
on H. irritans and M. domestica CR sequences: HCR-A (5° GTAGATAATTTTTTTTTGCG 3%),
HCR-A2 (5> ACTGATAATTTTCCATTA 3%), HCR-B (5’ TAAAAATTGGTACTATCTCC 3%),
HCR-B2 (5 AAAACAAGCTATTTCTAT 3°), MCR-A (5° TTCTCTATATAAAATTAC 37),
MCR-A2 (5° AATGTTATTATTTTTTTC 3°), MCR-B (5’ ATTTATAAAACATACCCC 3”),
and MCR-B2 (5> AAAAAAAAAATTTCGAGA 3°). Three to five clones were sequenced for

each amplified region of the Muscidae species.

Comparative and Structural Analysis
The nucleotide sequences were submitted to similarity searches in GenBank using

BLASTN (Altschul ef al. 1997). The tRNA gene sequences were identified using tRNAscan-SE
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software (Lowe and Eddy 1997). The non-coding sequences identified between tRNA™ and 128
rRNA genes were analyzed by searching for structural elements and conserved regions already
described for insects (Lewis ef al. 1994, Zhang and Hewitt 1997, Inohira er al. 1997, Lessinger
and Azeredo-Espin 2000, Brehm et al. 2001, Tsujino et al. 2002), using the softwares Clustal X
(Thompson et al. 1997), MEME - motif discovery tool (Bailey and Elkam 1994}, and Mfold
(Zucker 2003) set to default parameters, with manual adjustments when appropriate. The
software Dotlet (Junier and Pagni 2000) was used to identify tandem repeats in CR sequences.
Other comparative and statistical data were obtained using MEGA3 software (Kumar et al.

2004).

Long-PCR amplifications and Restriction Endonucleases Analyses

The whole mitochondrial genomes of H. irritans, S. calcitrans and O. aenescens were
amplified via Long-PCR as described in Barau et al. (2005). mtDNA sizes were evidenced by
electrophoresis in 0.8% agarose gel. For S. calcitrans, an aliquot of the Long-PCR products was
digested with four restriction endonucleases (Hindll, Ddel, Clal and EcoRV), in different
reactions, for 4 hours at 37°C, to predict the location of the extra amount of DNA in this
mitochondrial genome. The digested fragments were separated by electrophoresis in 2% agarose

gel.

GenBank Accession Numbers

The nucleotide sequences reported in this paper have the following GenBank accession
numbers: AY929377 - AY929384 and DQ377072 - DQ377074 for H. irritans samples;
DQ377075 and DQ377076 for M. domestica, DQ377077 and DQ377078 for A. orientalis;

DQ377079 for O. aenescens; and DQ377080 for S. calcitrans.
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Figure 1. A) Schematic organization of insect mtDNA CR and adjacent genes, indicating the

primers used in this study (see Table 1 for primer combinations). The primer nomenclature
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follows Simon et al. (1994). * refers to primers described in Oliveira et al. (in press), and # to
primers described in Simon et al. (1994). ND2, M, Q, I and 128 rRNA respectively represent
genes for subunit 2 of NADH dehydrogenase, tRNAM, tRNA", tRNA™ and subunit 128 of
rRNA. B) Structural organization of the mitochondrial genome of the five Muscidae species
studied here. The conserved structural elements reported in the CR sequences of H. irritans, M.
domestica and A. orientalis homologous to the Conserved Sequence Blocks (CSB) of myiasis-
causing flies are shown in dark circles and numbered from 1 to 2 and from 4 to 8. S and G
elements represent the positions of the predicted secondary structures and of the G islands,
respectively. TRU - tandem repeat unit. The bold lines above the CR sequences indicate
Brachyceran Conserved Regions (BCR) I - IV. H. irritans Type 1 - 3 and A4. orientalis Type 1 -2
refer to the intraspecific CR size variations. OqIR and ScIR respectively represent intergenic non-

coding regions in the O. aenescens and S. calcitrans mtDNAs.

Results and Discussion
Structural conservation of Muscidae CR

Figure 1B schematically shows the organization of the Muscidae CR sequences. The size
of O. aenescens and S. calcitrans amplicons were substantially shorter relative to the CR
amplicons of the other species. However, Long-PCR analyses indicate mitochondrial genomes of
~16 and 18Kb, respectively (see forthcoming discussion). Searches for CR sequence similarities
among H. irritans, M. domestica, A. orientalis and the blowfly species Cochliomyia hominivorax,
Co. macellaria, Chrysomya megacephala, Ch. chloropyga, Ch. albiceps, Lucilia eximia
(Calliphoridae), and Dermatobia hominis (Oestridae) allowed the identification of seven
conserved sequence blocks (CSB) out of eight conserved elements previously described in

Calyptratae flies (Lessinger and Azeredo-Espin 2000; Lessinger et al. 2004). CSB 3 was not
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present in these Muscidae species, possibly representing an Oestroidea-specific motif.
Interestingly, CSB 7 was not identified in 4. orientalis. The structural organization of the
Muscidae CR resembles that of blowflies, with two domains presenting distinct rates of
nucleotide substitutions and indel events (Figure 1B): 1) a conserved domain, containing
sequence motifs homologous to blowfly CSBs; and 2) a2 variable domain, lacking homology with
any other mtDNA sequence and showing interspecific length variation. However, we report in the
variable domain of the Muscidae CR conserved stretches of four or five Gs, previously described
by Brehm et af. (2001) in Drosophila species. These G stretches (or G islands) also occur in the
blowfly CR variable domain, but they vary in number among species. The Muscidae CR most
commonly presents three G islands.

A poly-T stretch near the MQI genes, TA(A) tandem repeats and a stem-and-loop
secondary structure were insect CR conserved features (Zhang & Hewitt, 1997) also identified in
Muscidae. The poly-T stretch (~ 20 Ts) corresponds to CSB 1, and the TA(A) region is
homologous to CSB 6. The predicted Muscidae secondary structures (Figure 1B, S element) are
represented i detail in Figure 2. In Muscidae species, the most energetically stable predicted
structures do not correspond to any CSB, in contrast to the predicted structures described for
blowfly CR (Lessinger et al. 2004). Moreover, H. irritans, M. domestica and A. orientalis CR
secondary structures are not conserved in primary sequence or relative position (Figure 1B).
Nevertheless, these elements are structurally very similar to those of other dipterans (Figure 2).
The involvement of secondary structure in the replication initiation of insect mtDNA was

experimentally supported in Orthoptera species {Saito ez al. 2003).
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Figure 2. The predicted secondary structures identified m the CR sequences of H. irritans, M.
domestica and A. orientalis. The relative positions of these structures are shown as an S in Figure

1. The free energy values (kcal.mol™') are shown below each structure.

In order to extend our analysis to other non-Calyptratae dipterans, we compared the
mtDNA CR of Muscidae, Calliphoridae and Oestridae species to those of seven Drosophila
species, D. melanogaster (GenBank accession number: J01404), D. yakuba (NC_001322), D.
subobscura (AJ132900), D. madeirensis (AJ132902), D. guanche (AJ132901), D. teissieri
(X54011) and D. virilis (X05914). In addition to the previously described G island motifs (Brehm
et al. 2001), four other conserved regions were identified. These regions were named
“Brachyceran Conserved Regions” (BCR), due to their potential to be recognizable in other
brachyceran CR. BCR I and II are extensive arrays of Ts located on opposite DNA strands, which

correspond to CSB 1 and 8, respectively (Figure 1B). BCR III and IV seem to be homologous to
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a 300bp conserved region that was identified in several Drosophila species with short CR (Clary
and Wolstenholme 1987; Monnerot et al. 1990; Monforte ez al. 1993; Brehm ef al. 2001), and in
the type Il repeat element of Drosophila species with longer CR (Lewis et al. 1994, Inohira ef al.
1997, Tsujino et al. 2002). Figure 3 shows the alignment and the consensus sequence of BCR III
and IV.

The 1dentification of conserved sequences among Muscidae, Calliphoridae, Oestridae and
Drosophilidae could indicate the similar functional roles of these elements in regulating higher
Diptera mtDNA transcription and replication processes. Clary and Wolstenholme (1987) argued
that the location of the initial poly-T (BCR I) near the MQI genes might promote the recognition
of a transcription origin oriented to the flanking tRNA cluster. Similarly, BCR II might regulate
transcription through the 12S rRNA direction. Recently, Saito et al. (2005) precisely mapped the
replication ortgin of both strands of Drosophila mtDNA to the first nucleotides downstream of
both poly-T eiements (BCR T and II). Other evidence from crosslinking protection experiments
(Potter et al. 1980, Pardue ef al. 1984), S1 nuclease assays (Monforte ez al. 1993, Tsujino et al.
2002) and electron microscopy (Goddard and Wolstenholme 1978, 1980) in Drosophila species
mapped the mtDNA replication origin of Drosophila CR in the 300bp conserved region. We
suggest that BCR IIl and IV (equivalent to the CSBs 2, 5 and 6 of Calyptratae species) are
homologous to the Drosophila 300bp conserved region, reinforcing the suggestion of Lewis et al.
(1994) on the site-specific protein-DNA interaction properties of this region. It was remarkable
that the predicted secondary structures were consistently located within or near BCR III and IV 1n
all Brachyceran species (Figure 1B, Clary and Wolstenholme 1987, Monforte ef al. 1993, Inohira

et al. 1997, Tsujino et al. 2002, Lessinger et al. 2004).
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Intraspecific vanability of CR sequences

The analysis of H. irritans intraspecific variability based on mtDNA CR sequences
identified few nucleotide substitutions among South American samples from the same species:
uncorrected p-distances ranging from 0 to 0.32% for H. irritans; 0.16% for M. domestica; and 0%
for A. orientalis. In contrast, extreme sequence divergences were found for H. irritans between
South American and Malaysian CR haplotypes (from 9.68 t0 9.93%).

Significant CR length variation was evident in /. irritans, and was mainly due to
duplicated elements. Most individuals analyzed presented a Type 1 CR (Figure 1B), with
~1256bp. Amplification reactions of large numbers of South America samples of H. irritans
(Oliveira et al. in press) identified the Type 1 CR as the most frequent haplotype. The Type 2 CR
was specific to the Malaysian mtDNA, with a CR larger than Type 1 (1315bp), due to multiple
insertions in the variable domain. The H. irritans Type 3 CR was shared by three geographically
distant South American samples: Barquisimeto (Venezuela), Libertad (Uruguay) and
Caraguatatuba (Brazil) (Table 1), despite its low frequency in these populations. The largest-
sized Type 3 CR (~1704bp) was the result of a ~450bp in tandem duplication which has taken
place in the variable domain of A. irritans CR. Tandem duplications are a common feature of
insect CR (Zhang and Hewitt 1997). Variation in tandem repeat numbers was observed in the CR
sequences of the two individuals of 4. orientalis (110bp unit), Types 1 and 2 (Figure 1B).
Regarding M. domestica samples, tandem duplications of 56bp were also identified involving
CSB 6, despite its putative function in mtDNA replication control.

The low variability among South American H. irritans CRs, and their significant
divergence in comparison to the Malaysian type, are expected considering the extreme
geographic distance between these samples. Historically, H. irritans is a new invader species in

the South American continent (Valério and Guimardes, 1983), and founder effects could be
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responsible for the low levels of genetic variation found in these samples. In spite of that, the
occurrence of multiple introductions could not be discarded; in this case, other factors may be

responsible for reduced hom fly variability.

Muscidae mitochondrial genome organization

Extreme size variations among Muscidae species and among individuals from the same
species (Table 1 and Figure 1B) were found. The species H. irritans, M. domestica and 4.
orientalis presented a structural organization and gene order of the CR and flanking genes which
was the same as described for the mitochondrial genome of D. yakuba (Clary and Wolstenholme
1985), considered to be ancestral for arthropod mtDNA. In these genomes, the CR is flanked by
tRNA gene cluster MQI and the 125 rRNA gene. Figure 1B illustrates the mtDNA CR sequences
and flanking genes of the Muscidae species.

For O. aenescens and S. calcitrans mtDNA, we consistently amplified an extremely short
CR amplicon, which could be the result of rearrangements involving CR flanking sequences —
and primer hybridization sites, consequently — or PCR artifacts. In these species, the CR flanking
genes MQI and 128 were easily identified by tRNA structure prediction and local alignment with
the other Muscidae homologous sequences described here, as well as those of other dipterans:
Co. hominivorax (GenBank accession number: AF260826), Ch. chloropyga (AF352790) and D.
yakuba (X03240). The gene order found in O. aenescens and S. calcitrans CR flanking genes was
the same described for other dipterans (Figure 1B). However, 382 and 96bp non-coding regions
were identified between MQI and 12S genes in the mtDNA of O. aenescens and S. calcitrans,
respectively. These non-coding regions could not be assigned as the putative miDNA CR, as they
lack the conserved elements described for insect CR in general (Zhang and Hewitt 1997), for

Calyptratae dipterans (Lessinger and Azeredo-Espin 2000, Lessinger ef al. 2004), and for
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Muscidae species (discussed above). Searches for sequence similarities in GenBank provided no
identity match regarding these non-coding regions.

Based on these analyses, we suggest that these non-coding regions should be addressed as
mtDNA ‘intergenic regions’ (OalR and ScIR for O. aenescens and S. calcitrans, respectively), in
spite of the occurrence of other insect CR sequences shorter than 96 bp (Shao et al. 2001). Due to
the compactness of animal mtDNA, intergenic regions are generally short and infrequent, but
large intergenic regions have already been described in the mtDNA of some insect species, such
as Triatoma dimidiata (310bp; Dotson and Beard 2001), Apis mellifera (193bp; Crozier and
Crozier 1993), Bemisia tabaci, and Irialeurodes vaporariorum (170 and 136bp, respectively;
Thao ef al. 2004).

In combination with these analyses, we performed Long-PCR amplification of the
complete miDNA of O. aenescens and §. calcitrans, according to Barau ef al. (2005). The Long-
PCR products of O. aenescens showed that the size of its mitochondrial genome was similar to
other Muscidae species (~16Kb). Long-PCR amplification of S. calcitrans samples revealed a
miDNA molecule 1.5 - 2 Kb larger than other Muscidae mitochondrial genomes. Restriction
endonuclease mapping of S. calcitrans mtDNA suggests that the extra ~2Kb sequence was
inserted between the ND2 and 12S rRNA genes (data not shown). Size differences among insect
mtDNAs are frequently related to differences in CR length (Zhang and Hewitt 1997), however,
duplications involving complete or partial gene sequences have also been reported (Iessinger et
al., 2004; Shao et al. 2005).

The complete sequencing of O. aenescens and S. calcitrans mtDNA is being conducted to
mvestigate the structural and evolutionary aspects of its general organization, and to fully

characterize potential CR sequences.
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Conclusions

Although the PCR strategies used to recover mtDNA CR sequences of the Muscidae
species H. irritans, M. domestica and A. orientalis were successful, structural features related to
O. aenescens and S. calcitrans mtDNA limited access to CR data. The identification of OaIR and
ScIR, and the analysis of Long-PCR amplifications of the complete mitochondrial genomes of O.
aenescens and S. calcitrans, suggest that their CR and flanking genes (ND2, M, Q, I and 12S)
may be involved in duplications and/or rearrangements that occurred during the evolution of the |
mtDNA structural organization. These results imply a structural plasticity and diversity in the
mtDNA molecule of family Muscidae, and should contribute to further understanding of insect
mitochondrial genome evolution.

The recognition of previously described CSBs of myiasis-causing flies (Brachycera:
Calyptratae: Calliphoridae and Oestridae) in the mtDNA CR of H. irritans, M. domestica and A.
orientalis (Brachycera: Calyptratae: Muscidae), in addition to the identification of conserved
regions shared with Drosophila species (Brachycera: Acalyptratae: Drosophilidae), support the
suggestion that these conserved sequences are maintained by selective functional constraints, due
to their potential cis-regulatory roles in mtDNA replication and/or transcription processes. The
identification of these structural homologies among Muscidae, Calliphoridae, Oestridae and
Drosophilidae implies that Brachyceran species have a similar mechanism for the regulation of

these processes.
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Metodologia detalhada
Amostras

As amostras de H. irritans, M. domestica, A. orientalis, O. aenescens e S. calcitrans
usadas neste capitulo foram as mesmas usadas no Capftulo 2 (Tabela 1), além de dois individuos
adultos (congelados -70°C) de H. irritans de Caraguatatuba, SP, coletados em Novembro/2002
por mim ¢ M.L. Lyra.

Extra¢do do DNA
O DNA total dos individuos foi extraido conforme descrito na Metodologia detalhada do
Capitulo 1.

Amplificacdes
As reagOes de amplificacio da regifio-controle e genes flanqueadores do DNAmt das
espécies de Muscidae foram realizadas conforme descrito na Metodologia detalhada do Capitulo
2. Os “primers” utilizados estdo descritos na “Table 1” e esquematizados na “Figure 1A” do
mManuscrite,
Para S. calcitrans, ao invés de uma aliquota (1) do DNA total do individuo, foi usada na

£

reacdo uma aliquota do produto de amplificagdo da reag¢io de Long-PCR com os “primers”
H16SC e HCOIII (Barau ez al. 2005}, diluido 1:500, contendo um fragmento de cerca de 9-10Kb

do DNAmt de §. calcitrans. As reagdes de Long-PCR foram realizadas como descrito a seguir.

Clonagem e Segiienciamento
A clonagem e o seqiienciamento dos fragmentos amplificados neste capitulo foram

realizados como descrito na Metodologia detalhada do Capitulo 2.

Long-PCR

Para avaliar o tamanho do DNAmt em espécies de Muscidae, 0 genoma mitocondrial
completo de H. irritans, S. calcitrans e O. aenescens foi amplificado via Long-PCR em dois
fragmentos de 8-10Kb cada (Figura 3), assim como descrito em Barau er al. (2005). As reagbes
de Long-PCR foram realizadas com um volume final de 50ul utilizando os termocicladores PTC-

200, MiniCycler (MJ Research) ¢ GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer). Foram utilizados
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os seguintes reagentes (concentragdes finais): 10uL tampdo B (2mM MgSQO,, 60mM Tris-SO4 €
18mM (NH4),SOy4), 2U da enzima Elongase (Invitrogen), 300uM de cada dNTP, 400nM de cada
“primer”, e 1pl da amostra de DNA total. As condi¢des das reagdes foram: desnaturagdo a 92°C
por 2min (1 ciclo); desnaturagio a 92°C por 20s, hibridiza¢do a 42°C por 1min, e extensdo a 60°C
por 16 min (35 ciclos); extensdo final a 60°C por 6min (1 ciclo). Um volume de 1ul de cada
reagao foi visualizado em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo.

Uma dilui¢éo (1:500) do Produto A de Long-PCR, no qual teoricamente se encontra a
regido-controle de S. calcitrans (Figura 3), foi usada como DNA molde para as reagdes descritas

no item Amplificagdes deste capitulo.

HCOI

Produto B
Figura 3. Representagdo esquematica do genoma mitocondrial de dipteros mostrando os genes

amplificados em cada produto, A e B, através das reagdes de Long-PCR descritas em Barau et al.
(2005). H16C, H16CR, HCOII e HCOIII sdo os “primers” utilizados nas reagdes.

Andlises do Padrdo de Restri¢do

Para estimar em que regido do genoma mitocondrial de S. calcitrans esta inserido a
quantidade de DNA que o caracteriza como 2Kb maior (~18Kb) que o genoma mitocondrial de
H. irritans, o Produto A da amplificagdo via Long-PCR foi digerido com quatro endonucleases
de restricio (Hindlll, Ddel, Clal e EcoRV) em diferentes reagdes por ~4 horas a 37°C. As

reagdes de digestdo foram realizadas num volume final de 15pL, usando 10U de enzima
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(Invitrogen), 1,5uL de tampdo (segundo o fabricante), 3uL do produto de Long-PCR e agua

g.s.p. 15uL. Os fragmentos gerados pelas digestdes foram separados em gel de agarose 2% e

corados com brometo de etideo (Figura 4).

=t =

4000pb —p

Figura 4. Resultado da digestdo do Produto A (Long-PCR)

3000pb —p

amplificado a partir do DNAmt de S. calcitrans. As

2000pb —3

colunas de 1 a 5 representam, respectivamente: marcador

1650pb —p

de peso molecular Ladder 1Kb PLUS, Produto A digerido
com Hindlll, Ddel, Clal e EcoRV.

1000phb —3
B50pb —p

650pb —=

500pb —3=

Analises das Seqiiéncias

As seqiiéncias nucleotidicas obtidas através desta estratégia de amplificagdo (“Table 17 e
“Figure 1A” do manuscrito) foram submetidas a buscas por similaridade no GenBank, utilizando
o aplicativo BLASTN (Altshul ef al. 1997). Este tipo de busca nem sempre ¢ eficiente no que se
refere a analises da regido-controle. Por se tratar de uma regido ndo codificadora e muito rica em
A e T, estas analises podem encontrar seqiiéncias homoplasicas. Juntamente a esta analise,
elementos estruturais descritos para a regido-controle de insetos (Zhang & Hewitt 1997) e de
outros dipteros Calyptratae (Lessinger & Azeredo-Espin 2000), tais como estruturas secundarias
e regides conservadas, serviram de base para a identificagdo de homologias e caracterizacdo da
estrutura. As seqiiéncias dos genes de RNAt flanqueadores a regido-controle foram identificados
através do programa tRNA-Scan (Lowe & Eddy 1997)

As anélises comparativas entre as seqiiéncias de H. irritans, S. calcitrans, M. domestica,
A. orientalis, O. aenescens e seqiiéncias de outras espécies de dipteros (Brachycera: Calyptratae)

ja caracterizadas foram realizadas inicialmente com base no resultado de alinhamentos multiplos
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obtidos com o auxilio do programa CLUSTAL X (Thompson et al. 1997), com eventuais ajustes
manuais. Muitas vezes, o alinhamento “cldssico” nfo é suficiente para identificar regides
homologas entre as seqiiéncias das regides-controle analisadas. Para contornar este problema, o
aplicativo MEME (Bailey & Elkam 1994), uma ferramenta de identificagdo de motivos
conservados, foi utilizado nas analises. Regides cujas seqiiéncias eram similares e de tamanho
maior que 10pb foram analisadas quanto & posicio e repeti¢do na seqiiéncia da regifio-controle.

O aplicativo MFOLD (Zucker 2003) foi utilizado para a verificacio de estruturas
secundarias presentes nas seqiiéncias das regides-controle. A ocorréncia de elementos repetidos
nesta regido foi investigada com o auxilio do programa DOTLET (Junier & Pagni 2000), baseado
no alinhamento diagonal de pares de seqiiéncias nucleotidicas. As andlises referentes & natureza
das substitui¢Ges nucleotidicas (transi¢bes X transversdes), ao conteido de A e T das seqiiéncias
de nucleotideos e outras inferéncias estatisticas foram realizadas através dos programas MEGA2
e MEGA3 (Kumar et al. 2001, 2004).
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Capitulo 4

Manuscrito - Oliveira, M.T., Barau, J.G., Feijdo, P.C., da Rosa, A.C., Abreu, C.F., Azeredo-
Espin, AM.L. & Lessinger, A.C. “The mitochondrial genomes of Haematobia irritans and
Stomoxys calcitrans: structure and evolution in Muscidae flies (Diptera: Calyptratae)”. Em

preparacio.

Resumo

Neste trabalho, nds apresentamos os dois primeiros genomas mitocondriais de dipteros da
familia Muscidae, a mosca-dos-chifres Haematobia irritans e a mosca-dos-estabulos Stomoxys
calcitrans. Estes genomas séo tipicos DNAmt de insetos na maioria dos aspectos analisados, tais
como alto contetide de A+T da seqliéncia completa (79,1 e 78,9%, respectivamente) e dos genes
codificadores de proteina (77,7 e 77,0; maiores valores entre os dipteros), preferéncia pelo uso de
codons ricos em A+T, e uso de cédons ndo otimizado. QOutras pressdes de mutagio além da
pressfo a favor de uma composic¢io rica em A+T foram verificadas no DNAmt de Muscidae e
uma associagio com a evolugio dos anticédons dos RNAt de metazodrios fol proposta.
Considerando o tamanho, conteludo génico e estrutura, o genoma mitocondrial de A. irritans
(16078pb) € idéntico ao arranjo gendmico ancestral inferido para artropodes e sua regiéo-controle
¢ consistente com o modelo descrito para dipteros Brachycera. Entretanto, o genoma
mitocondrial de S. calcitrans é ~2Kb maior, caracterizado pela presenga de repetigbes em
“tandem” de ~550pb na regido-controle e por uma copia extra do RNAt-Ile, restando atnda a
caracterizacio de uma seqiiéncia de ~1,5Kb contida na regido-controle. O sinal filogenético dos

genes codificadores de proteinas mitocondriais foi utilizado para inferir as relaces em Diptera.

Palavras-chave: DNAmt, mitogendmica, evolugiio molecular, duplicacdo de gene de RNAt,

regido-controle, Muscidae.
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Abstract

In this paper, we present the first two mitochondnal genomes of Muscidae dipterans, the
hom fly Haematobia irritans and the stable fly Stomoxys calcitrans. Typical imsect mtDNA
aspects were evident, such as the high A+T content of the entire genome (79.1 and 78.9%,
respectively) and of the protein-coding genes (77.7 and 77.0; highest values among dipterans),
the preference for A+T-rich codons, and the evidence of a non-optimal codon usage. Other
mutation pressures besides the A+T enrichment were verified in Muscidae mtDNA and an
association with zZRNA anticodon evolution in metazoans is proposed. Regarding the total size,
gene content and structural organization, H. irritans mitochondrial genome (16078bp) is similar
to the hypothetical ancestral arthropod mitochondrial genome and its control region structure is
consistent with that described for Brachycera dipterans. In the other hand, the mitochondnal
genome of S. calcitrans is ~2Kb longer (18Kb), characterized by the presence of ~550bp tandem
repeats in the control region and an extra copy of #RNA-Ile. The final characterization of ~1Kb
from S. calcitrans control region is still missing. A selected set of mitochondrial protein-coding

genes were used for inferring Diptera relationships.
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1. Introduction

In animals, mitochondrial DNA (mtDNA) is generally a small and compact genome
(~16Kb) containing 37 genes [13 protein-coding genes (CDS), 2 ribosomal RNA genes (FrRNA)
and 22 transfer RNA genes (fRNA)] and a main non-coding region, which is usually called the
control region. The predominance of maternal inheritance, lack of extensive recombination, and
accelerated rates of nucleotide substitution are features that have favored the use of the mtDNA
as an informative evolutionary marker (Saccone et al., 1999).

During the past few years, mitochondrial genomics of arthropods has extensively
increased due to the investigative interests in the mitochondrial genome organization and
evolution (Boore, 1999) and in the use of complete sequences in phylogenetic inferences (Hwang
etal., 2001a; Nardi et al., 2003b; Hassamn, 2006). The increasing amount of data about complete
mitochondrial genomes of arthropods have led to the possibility of comparing a set of “genome-
level characters” (concatenated CDS alignment, RNA secondary structures, modes of control of
replication and transcription, and gene order) (Boore et al., 2005), to new methods for mtDNA
isclation, such as Long PCR-based strategies (Hwang et al., 2001b; Roehrdanz et al., 2002;
Yamanuchi et al., 2004; Barau et al., 2005), and to the development of web-based softwares for
mtDNA annotation (Wyman et al., 2004) and comparative analysis (Feijio et al., 2006).

The mitochondrial genome of the fruit fly Drosophila yakuba (Clary and Wolstenholme,
1985) 1s considered to be ancestral based on its structural organization. Rearrangements relative
to this hypothetical ancestral organization are frequently found in the insect orders Hemiptera,
Phthiraptera and Hymenoptera (Crozier and Crozier, 1993; Shao et al., 2001; Thao et al., 2004;
Covacin et al., 2006}, in the Decapoda crustaceans (Hickerson and Cunningham, 2000; Miller et
al., 2004; Sun et al., 2005), and in the Ixodidae arachnids (Black IV and Roehrdanz, 1998; Shao

et al,, 2005a). In the order Diptera (Insecta), the mtDNA gene order of Brachycera differs from
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that of Nematocera species only by the inversion of tRNA-Ser'® (Mitchell et al., 1993). The
main structural differences among dipteran mitochondrial genomes, as well as among insects, are
related to the size and number of control regions and the arrangements of its structural motifs. For
blowflies from the genus Chrysomya (Brachycera: Calliphoridae), a unique gene content was
recently described (Lessinger et al., 2004; Junqueira et al., 2004). These mtDNAs were
characterized by the duplication of a region containing the tRNA-Gln and tRNA-Ile gene, and a
few nucleotides from the control region. Among arthropods, the control region and its flanking
genes are known to be involved in numerous tRNA gene translocations (Boore, 1999), which are
associated to technical problems concerning the amplification, cloning and sequencing of
mitochondrial genomes (Boore et al., 2005).

The dipteran species whose mitochondrial genomes are completely sequenced are flies of
great medical and economic importance, such as three Anopheline species (Mitchell et al., 1993;
Beard et al., 1993; Krzywinski et al., 2006), the Mediterranean fruitfly, Ceratitis capitata (Spanos
et al., 2000), the olive fruitfly, Bactrocera oleae (Nardi et al., 2003a), the primary screwworm
fly, Cochliomyia hominivorax (Lessinger et al., 2000), the blowfly, Chrysomya chloropyra
(Junqgueira et al., 2004), and the botfly, Dermatobia hominis (INC_006378), and model
organisms, such as Drosophila yakuba (Clary and Wolstenholme, 1985), D. melanogaster (Lewis
etal., 1995), D. simulans, D. mauritiana and D. sechellia (Ballard, 2000). In this work, we
describe the complete mitochondrial genome of the horn fly Haematobia irritans and the almost
complete mitochondrial genome of the stable fly Stomoxys calcitrans (L.), both veterary and
economic important flies from the family Muscidae (Brachycera: Calyptratae). These species are
common blood-sucking ectoparasites of bovine livestock throughout the New World and their
economtic relevance is related to the stress caused in the hosts and the loss in meat and milk

production (Haufe, 1987). Our analyses focused on the characterization of the evolution and
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structural orgamzation of H. irritans and §. calcitrans mitochondrial genomes, and the evaluation
of complete mtDNA sequences for dipteran phylogeny. These results may contribute in
promoting molecular marker analysis in horn fly and stable fly populations, which could be
useful for monitoring and controlling these parasites; moreover, the characterization of Muscidae
mitochondrial genomes increases the knowledge about the structure and evolution of animal

mitochondrial genomes.

2, Materials and Methods
2.1. Samples, DNA extraction, amplifications and sequencing

Adult individuals of H. irritans from Caraguatatuba, SP, Brazil, and S. calcitrans from
Sao Sebastido do Paraiso, MG, Brazil, were collected in farms directly from the hosts. Total
individual DNA was extracted as described in Infante-Vargas and Azeredo-Espin (1995), using a
phenol/chloroform procedure, with volumes adapted for microcentrifuge tubes.

The whole mitochondrial genome of one individual of each species were amplified via
Long PCR as described in Barau et al. (2005), using the primers H16SA + HCOIII (Amplicon A)
and H165B + HCOII (Amplicon B) for H. irritans, and HI6SC + HCOIII (Amplicon A) and
H16SCR + HCOII (Amplicon B) for S. calcitrans. An 800bp fragment of the 165 rRNA gene
including the annealing sites of the /65 Long PCR primers was ampilified and sequenced
according to Barau et al. (2005) to fill the gap between these primers. To improve the sequencing
of the ND2/control region and ND6/ND4 sequences of S. calcitrans mitochondrial genome, the
primers C1-N-2191 + SR-J-14233 (Simon et al., 1994) (Amplicon C) and CB-N-10920 (Simon et
al., 1994) + N4-J-9403 (first described here: S>"TAAGAAATTATATCTATACC3") were used,
respectively. New primers designed to anneal in the control region sequence of S. calcitrans

[ScCR-1 (5’ ATAGAAAGATAGAGGGAC3?’), ScCR-2 (S’ GTTAAGGTTATTAGTCCG3’), and
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MuscCR (5’ATTTTTTTITTGCTYTRGAT3)’] were used in combination with ND2 and {28
rRNA annealing primers to extend the sequencing of control region and flanking genes. The
amplification reactions of the mtDNA of these two Muscidae species are schematized in Figure 1.
Approximately thirteen micrograms of mtDNA were used to construct genomic libraries
by the shotgun approach (Anderson et al., 1982) for these species. The Long PCR products were
shared by sonication and fragments of 1-2Kb were isolated from a low-melting point agarose
electrophoresis gel. The selected fragments were blunted and cloned using the pMOSB/ue blunt
ended cloning kit {Amersham Biosciences), according to the manufacturer’s instructions. The
clones were sequenced automatically in the ABI Prism 377 and 3700 sequencers using the Big

Dye terminator kit (PE Applied Biosystems).

2.2. Assembling, annotation, sequence analysis and phylogenetic inferences

The final consensus sequences of the mitochondrial genomes of H. irritans and 5.
calcitrans were assembled using the phred/phrap/consed package (Gordon et al., 1998). The
CDS, rRNA and tRNA genes were identified and annotated using DOGMA (Wyman et al., 2004)
and Sequin Application (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/sequin). Predicted tRNA secondary structures were
confirmed by tRNAScan-SE 1.1 program (Lowe and Eddy, 1997). The control region analyses

were conducted according to Oliveira et al. (submitted).
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Comparative analysis of mtDNA structure, nucleotide composition, amino acid content,
codon usage biases and sequence alignments were done using AMiGA database tools (Feijéo et
al., 2006). Amino acid and nucleotide sequences were analyzed as a set of concatenated CDS
from all dipteran species and used for phylogenetic inferences. Phylogenetic trees were
reconstructed with maximum parsimony (MP) and neighbor-joining (NJ) tree-building methods,
using MEGA3 (Kumar et al., 2004). The NJ trees using nucleotide sequences were inferred with

the p-distance and Kimura-2-parameters, 1000 replicates for bootstrap statistics.

2.3. Genbank accession numbers
The nucleotide sequences of H. irritans and S. calcitrans mitochondrial genomes have the

following GenBank accession numbers: NC 007102 and DQ533708, respectively.

3. Results and Discussion
3.1. Muscidae mitochondrial genomes

The mitochondrial genome of H. irritans was completely sequenced (16078bp - Figure 1)
and resembles that of D. yakuba in terms of its structural organization and composition. The size
of the mitochondrial genome of S. calcitrans was estimated to be around 18Kb, but by the
sequencing of S. calcitrans mtDNA, we were able to provide the characterization of 16790bp
(~94% of the genome), which include 13 CDS, 2 rRNA, 23 tRNA genes [including an extra copy
of the tRNA-Ile gene (tRNA-Ile2)] and partial sequences of the control region. The total size of
the S. calcitrans mtDNA was experimentally confirmed by independent analyses of standard
PCR products including the control region and LongPCR-RFLP results from additional

S.calcitrans samples (Oliveira et al., submutted).
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The mitochondrial genomes of both Muscidae species are heavily biased towards a high
A+T content. The overall A+T content was 79.1% for H. irritans and 78.9% for S. calcitrans,
two of the A+T-richest genomes among dipterans (Table 1). Regarding only the CDS genes, H.
irritans has the A+T-richest mtDNA in Diptera with 77.7% and S. calcitrans mtDNA has 77.0%.
The base composition measured by the AT and GC skewness (Perna and Kocher, 1995) showed
virtually no AT skew when the major strands (which encodes for 9 CDS and 14 tRNA genes) of
H. irritans and S. calcitrans mitochondrial genomes were considered (0.004 and -0.001,
respectively), indicating no preference for one of both nucleotides. Conversely, the GC skews
registered the occurrence of more Cs than Gs (-0.125 and -0.140, respectively), a common feature
of animal mitochondrial genomes (Saccone et al., 1999).

Despite control region sequences, noncoding sequences are generally rare and
characterized by few nucleotides in metazoan mtDNA. The Table 2 shows the noncoding and
overlapping regions of H. irritans and S. calcitrans mtDNAs. 1t is important to notice the
presence of a relatively large noncoding region (96bp) in the S. calcitrans mtDNA, which is
consistently recovered in PCR analysis in spite of the expected ~3Kb control region amplicon,
and has none of the potential regulatory elements described for insect mtDNA (Zhang and

Hewitt, 1997; Lessinger and Azeredo-Espin, 2000; Oliveira et al., submitted).
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3.1.1. rRNA and protein-coding genes

The rRNA genes of these Muscidae species are highly conserved within dipterans,
although they are among the shortest genes (1321bp for /65 ¥RNA and 784bp for 125 rRNA in H.
irritans; and 1325 and 782bp in S. caicitrans, respectively). The nucleotide sequence identities
are more than 95% for both genes between muscid species and more than 78% among olther
dipterans. The A+T contents are: 82.7% in the 765 rRNA and 78.9% in the /25 rRNA of H.
irritans; 82.6 and 79.5% for S. calcitrans 16STRNA and 128 rRNA, respectively.

As well as ¥rRNA genes, the CDS genes of Muscidae mitochondnal genomes are
conserved: 95% of amino acid and 91% of nucleotide sequences identities. When all dipteran are
compared, the similanties showed an average of 61% for amino acid and 54% for nucleotide
sequences. The genes COJ and COJIT are the most conserved in nucleotide sequences (61 and
60%, respectively), and the genes ND6, ATPS and ND2 are the most variable (37, 40 and 41%,
respectively).

The initiation of CDS genes in the Muscidae mitochondrial genomes uses the standard
invertebrate mtDNA code in almost all CDS, except one (COI). Start codons are conserved in
both species: 7 genes initiates with ATG, 5 with ATT and 1 with TCG (Table 3). In contrast to
other dipteran mtDNAs (Clary and Wolstenholme, 1985; Spanos et al., 2000; Lessinger et al.,
2000; Junqueira et al., 2004), the recognized start codons ATC and ATA were not used. The
putative initiation site for the gene COI was the same non-standard TCG triplet described for
other muscid species in Oliveira et al. (2005). This gene has no identifiable standard start codon
in many species and alternative start signals for insect COJ translation have not been
experimentally confirmed in most species, relying only on predicted amino acid sequences and
comparative sequence analysis (Clary and Wolstenholme, 1985; Flook et al., 1995; Hickerson

and Cunningham, 2000; Nardi et al., 2001). However, Morlais and Severson (2002) and
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Krzywinski et al. (2006) recently confirmed that the most probable translation initiation site of
the messenger RNA of CO/ is the TCG triplet in mosquito species.

These Muscidae species have both complete stop codons (TAA or TAG) and incomplete
stop codons adjacent to tRNA genes as termination signals for mitochondrial CDS (Table 3). The
mtDNA of H. irritans and S. calcitrans shared eleven stop codons; only ND3 and CY7B have
distinct terminations. It’s assumed that polyadenylation of mtDNA mRNAs may restore stop

codon information after tRNA releases from the polycistronic transcript (Ojala et al., 1981).

3.1.2. Codon usage, tRNA anticodons and nucleotide bias

The codon usage of H. irritans and S. calcitrans mitochondnal genomes (Table 4) are
similar to that of other insects. First, the strong bias in nucleotide composition towards an A+T
accumulation is clearly evident at the neutral (or nearly neutral) third codon position. In average,
95% of the nucleotides at this site are A or T. Second, amino acids coded by A+T-rich codon
families (Phe, Ile, Met, Tyr, Asn and Lys) are more abundant in Muscidae CDS than amino acids
coded by G+C-rich codon families (Pro, Ala, Arg and Gly). The ratio G+C / A+T-rich codons
was (.30 in both species, which is lower than the 0.42-0.43 ratio of dipteran mtDNA (Crozier and
Crozier, 1993; Lessinger et al., 2000). Finally, the absence of some G+C-rich codons is
commontly reported in insect mtDNA: in S. calcitrans, as well as in most dipteran mtDNA, the
codons AGG, ACG, TGC and CTG were not used, however, in H. irritans mitochondrial
genome, the number of non-used codons is exceptionally high (GGC, GAG, GTC, AGG, CGG,
CGC, CAG, CTG, CTC and CCG). Comparative analysis showed that only the hymenopteran
Melipona bicolor mtDNA (Silvestre, 2002), which is the A+T-richest genome described in

insects, has more non-used codons than H. irrifans (total = 13).
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The fact that C nucleotides are overrepresented (relative to Gs) in the major strands of A,
irritans and S. calcitrans mtDNAs, and, consequently, minor strands are G-rich implies in the
identification of another composition bias of dipteran codon usage. We separately analyzed CDS
genes coded by the major and the minor strand and calculated the AT and GC skews using only
nucleotides from the third codon position (Table 1). The AT skew analysis evidenced no
significant differences in A related to T content at neutral sites, despite slightly more Ts than As
in the minor strand. However, the GC skews indicated that there is 3.8 times more C than G, in
average, in major strand neufral sites, and 5.4 times more G than C at minor strand neutral sites.
Codon usage bias was also verified in the vertebrate mitochondrial genome (Reyes et al., 1998;
Xia, 2005), in which a mutation pressure towards the accuntulation of A and C (A+C mutation
pressure) in the major strand (or L-strand) was suggested. This phenomenon occurs due to
spontaneous deaminations that frequently occur when the mtDNA minor strand is left single-
stranded for an extended period of time during mtDNA replication (Shadel and Clayton, 1997),
promoting the accumulation of the A—G and C—T mutations in this strand and responding to
the strand-specific biases (Reyes et al., 1998; Xia, 2005).

Codon-anticodon adaptations are characteristic of vertebrate mtDNA (also known as
optimal codon usage), i.¢., the most used codon in a degenerate codon family perfectly matches
the anticodon of the corresponding tRNA (Bulmer, 1987). Xia (2005) proposed the selection
hypothesis of anticodon adaptation to explain tRNA anticodon evolution in vertebrates (since the
leading hypothesis, the mutation hypothesis of anticodon evolution, would predict non-optimal
codon usage under the A+C mutation pressure of the vertebrate mtDNA). Interestingly, the tRNA
anticodons of H. irritans and 8. calcitrans were the same reported to vertebrate mtDNA (Table
4), excluding that of tRNA-Lys (CTT). Species from other insect orders, such as the

hymenopteran Apis mellifera (Crozier and Crozier, 1993), the hemipteran Philaenus spumarius
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(Stewart and Beckenbach, 2005), the phthirapteran Heterodoxus macropus (Shao et al., 2001)
and the thysanopteran Thrips imagines (Shao and Barker, 2003), also share this conserved set of
anticodons except for the t{RNA-Lys (CTT or TTT). This conservation may indicate that anticodon
evolution 1n metazoan mitochondrial genomes could be under the same operational forces, but
this argument potentially conflicts with Xia selection hypothesis.

Different from the vertebrate mitochondrial genome, non-optimal codon usage is a
common feature of insect mtDNA, where the most used codon does not perfectly matches the
corresponding tRNA anticodon in 15 of the 22 degenerate codon families (Table 4). This pattern
1s clearly caused by the strong A+T mutation pressure of insect mitochondrial genomes.

Our data agrees with the selection hypothesis of anticodon versatility { Agris, 2004; Tong
and Wong, 2004}, which we believe that better explains the evolution of metazoan mtDNA
anticodons, since it could possibly explain both vertebrate and invertebrate mitochondrial
genomes. According to this hypothesis, the versatility of one single tRNA in translating codons
from degenerate codon farmilies (as 1s the case for the mtDNA) 15 essential for the translation
machinery, so more versatile anticodons (T or G in the wobble position) would have been
selected. This hypothesis could also explain the vertebrate anticodon evolution as emphasized by
Xia (2005). In the insect mtDNA, the A+T mutation pressure disrupts the optimization of codon
usage, what is not necessarily prejudicial for the translation process if it evolved based on
versatile anticodons that efficiently translate the mitochondrial genes. In H. irritans and S.
calcitrans mtDNA, the wobble position is a T in 8 out of 9 anticodons for tRNAs of four-fold
degenerate codon families and in 4 out of 6 of two-fold degenerate codon families ended by a
purine; a G is in 7 out of 8 anticodons used to translate two-fold degenerate codon families ended
by a pyrimidine. These data strongly agrees with the selection hypothesis of anticodon versatility.

An A+T-rich mitochondrial genome (efficient in replication and transcription processes) is a
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better choice for insects than an optimal codon usage, regarding the nature of the selective
pressures operating in these organisms. In insect mitochondnal genomes, the codon usage (via

AT-enrichment) seems to evolve independently of the anticodon (versatility evolution).

3.1.3. The control region and genome organization

The control region of H. irritans mtDNA was 1259bp in size and corresponds to the Type
1 control region previousty described by Oliveira et al. (submitted). The H. irritans control region
is typical of Brachycera dipterans, containing four brachyceran conserved regions (BCR), a
predicted secondary structure and three G islands (Figure 2). These elements were suggested to
be involved in the regulation of the transcription and/or replication processes of insect mtDNA
(Lewis et al., 1994; Zhang and Hewitt, 1997; Lessinger and Azeredo-Espin, 2000; Saito et al.,
2005; Oliveira et al., submitted). For S. calcitrans, 938bp of the 5° end of the control region
(flanked by the tRNA-Met, -Gin and -Ile gene cluster) and 839bp of the 3’end (flanked by the
tRNA-Ile2 and 125 rRNA genes) were characterized. Approximately 65% of the predicted ~2.5Kb
control region of S. calcitrans was sequenced but, despite being incomplete, the identification of
conserved elements in . calcitrans control region was possible (Figure 2A and B) and revealed a
structure similar to that of Brachycera (Oliveira et al., submitted). New features, such as tandem
repeats of about 550bp containing the BCR III and IV elements, were described in the S.
calcitrans control region. The exact number of repeats 15 unknown, but they could account for the
difference in size of H. irritans and S. calcitrans mitochondrial genomes. Long tandem repeats
have already been described in Drosophila melanogaster control region resulting in a 19517bp

mtDNA (Lewis et al., 1994, 1993).
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Figure 2. A) Comparison of the structural organization of the mtDNA control region of H.
irritans, S. calcitrans and Chrysomya chloropyga. The control region flanking genes tRNA-Met
(M), tRNA-GIn (Q), tRNA-lle (1) and 125 rRNA are represented in grey boxes. Black boxes
numbered from I to IV indicate the brachyceran conserved regions (BCR; Oliveira et al.,
submitted), and the black circles indicate predicted secondary structures (8) and the G elements.
The duplication of tRNA-Ile (12) and associated sequences (q = partial ZRNA-Gin; ScIR or CIR =
S. caicitrans or Charysomyaq intergenic region, respectively) are presented. The S. calcitrans gap
on control region sequence is shown in the spotted box. B} In detail, the secondary structure of
Muscidae control regions. The numbers below each structure indicate the free energy values
(kcal.mol™). C) Predicted secondary structures formed at the duplication endpoints in the S.
calcitrans, C. chloropyga, C. megacephala and C. albiceps mtDNA.
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Another nnusual feature of S. calcitrans mtDNA is the presence of an additional copy of
the tRNA-Ile gene flanking the control region 3’ end, near to the 125 rRNA gene (Figure 2A). The
tRNA-Ile2 gene is part of an 115bp duplicated region, including 26bp from tRNA-Gin (partial),
63bp from tRNA-Ile and 26bp from the control region 5° end. There is a 96bp sequence, named
ScIR, between tRNA-Hle2 and 125 rRNA genes (Oliveira et al., submitted). The gene arrangement
described in Oliveira et al. (submitted) for S. calcitrans mtDNA (ND2, tRNA-Met, -Gin, -Ile,
ScIR and 125 rRNA) disagrees with the partial control region results retrieved from the complete
mitochondrial genome analysis based on shotgun strategies as described here.

Curiously, the duplication identified in S. calcitrans mtDNA is similar to that described
for Chrysomya species (Lessinger et al., 2004; Junqueira et al., 2004). Comparative analysis of
these duplicated regions and flanking sequences revealed a convergent structure: partial sequence
of tRNA-Gln, including the TyC loop; the entire sequence of tRNA-Ile; partial sequence of the
control region, which includes the sequence upstream the poly-T element (BCR I); and the
presence of an intergenic region of unknown origin between the duplicated region and the 725
rRNA gene. Comparing the endpoints of the duplicated region of S. caicitrans and Chrysomya
species, we observed that the sequence adjacent to the control region (partial tRNA-GIn) has the
ability to form a putative hairpin structure (Figure 2C). Sequences with potential to form stem-
and-ioop secondary structures have already been associated with duplications in animal
mitochondrial genomes (Stanton et al., 1994). The duplicated sequence endpoint adjacent to the
intergenic regions does not form any evident stable secondary structure, but it is notable that the
motif associated with this duplication endpoint (directly upstream to BCR I) is similar to the
precise origin pf major strand replication of Drosophila mtDNA (Saito et al., 2005). In
Drosophila, the major strand replication initiates after 97% of the minor strand synthesis is

complete (Goddard and Wolstenholme, 1980), in a sequence between tRNA4-Ile and BCR 1.
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Based on these evidences, we suggest that the convergent organization of S. calcitrans
and Chrysomya species mtDNAs results from the formation of a secondary structure in the minor
strand (template) during mtDNA replication, which may interrupt the synthesis of the new major
strand and excise to double-stranded fragment, In this case, illegitimate inter-mtDNA
recombination (Shao et al., 2005b) could be invoked to account for the insertion of the duplicated
region adjacent to control region 3’ end. A mechanism operated by tandem duplication and
random loss of redundant copies (Macey et al., 1998) would have required a drastic
reorganization of duplicated control region sequences and flanking genes, in addition to extensive
deletions and degeneration of the duplicated sequences coincident with the conservation of tRNA-
Ile copies.

Some questions about this unusual organization shared by S. calcitrans and Chrysomya
mtDNAs remain unclear: why was the duplicated region inserted at the exactly same position in
the mitochondrial genome of both dipteran lineages? Would this region be more prone to breaks?
Moreover, what 1s the origin of the ~70bp intergenic sequence between the duplicated region and
the /25 rRNA gene? Is there a functional role associated to it? Could the duplicated region

provide an alternative origin of replication?

3.2. Phylogenetic perspectives

Aligned nucleotide and amino acid sequences for 15 dipterans and the lepidopteran
Bombyx mori (included as an outgroup; AB070264) were analyzed and used to evaluate the
phylogenetic relationships recovered using mitochondrial CDS data. The use of a complete set of
mitochondrial CDS sequences as a reliable molecular marker for inferring phylogenetic trees has
increased in recent years (Boore et al., 2005). Two criteria were used to select a set of candidate

genes for inferring different phylogenies: conserved/vanable amino acid ratio > 0.5 (Nardi et al.,
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2003b), which in this case excluded ATP8, ND2 and ND6, and ratio > 1 (Junqueira et al., 2004),
excluding more four genes (ND3, ND4, ND4L and NDJ5).

The topology showed in Figure 3 was retrieved using distance {p-distance or Kimura-2-
parameter) and tree-building methods (NJ or MP) for both nucleotide and amino acid sequences,
for which the results diverge only in relation to the bootstrap value of the Acalyptratae clade.
These analyses divided Diptera in the suborders Brachycera (flies) and Nematocera (mosquitoes),
as expected. Within Brachycera, Acalyptratae and Calyptratae species were distributed as distinct
monophyletic clusters. The grouping of Acalyptratae species in a monophyletic clade is
contradictory (Yeates and Wiegmann, 1999; Nardi et al., 2003b), but our data agree with other
phylogenies based on mtDNA sequences (Lessinger et al., 2000; Junqueira et al., 2004). The
distribution of Calyptratae species disrupts the monophyly of Oestroidea. According to McAlpine
and Wood (1989), the Calyptratae section has three morphologically supported monophyletic
superfamilies, including Muscoidea (Muscidae: H. irritans and S. calcitrans), Oestroidea
(Calliphoridae: C. chloropyra and C. hominivorax; Oestridae: D. hominis) and Hippoboscoidea
(no mtDNA available so far). However, these phylogenetic analyses clustered Calliphoridae and
Muscidae species, excluding De. hominis (Oestroidea: Oestridae), that was placed as a separate
branch. Similar results were found in other works using single mtDNA and/or nuclear gene

sequences (Bernasconi et al., 2000; Nirmala et al. 2001).
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The analysis of ND35 gene sequences was sufficient to reconstruct the same topology
shown in Figure 3. Since this gene is the longest CDS of the mitochondrial genome, it was
expected that it may be contributing with a great number of sites for inferring that topology.
However, the analysis of most other genes also supports clustering Calliphoridae and Muscidae
as sister groups. The inclusion of additional mtDNA data from Hippoboscoidea, Oestroidea and

Muscoidea would provide more confident results regarding Calyptratae phylogeny and evolution.
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Metodologia detalhada
Amostras
As amostras de H. irritans e S. calcitrans foram coletadas em Caraguatatuba, SP ¢ Sdo

Sebastido do Paraiso, MG, respectivamente (Capitulos 2 e 3).

Extragdo do DNA
O DNA total dos individuos foi extraido conforme descrito na Metodologia detalhada do

Capitulo 1.

Obtencdo do Genoma Mitocondrial

Para obter quantidades suficientes de DNAmt para construgio da biblioteca de “shotgun”,
os genomas mitocondriais de H. irritans e S. calcitrans foram amplificados via Long-PCR
gerando dois produtos de amplificacdo de 8-10Kb cada, assim como descrito em Barau ez al.
(2005) e na Metodologia detalhada do Capitulo 3.

Para aumentar a qualidade do seqiienciamento de alguns trechos destes genomas
mitocondriais e completar trechos nfio seqiienciados, foram feitos PCRs “padrdes” sob as
condi¢Bes descritas na Metodologia detalthada do Capitulo 2 para a amplificag@o destes trechos.
Como a regido-controle de S. calcitrans ndo foi representada na biblioteca de “shotgun”
construida a partir destes produtos de Long-PCR, foi construida uma nova biblioteca a partir do
produto obtido via Long-PCR usando os “primers” C1-N-2191 e SR-J-14233 (Simon et al. 1994).
Foi presumido que esta regifio (~5,5Kb) conteria os genes COLY/C/W/ND2/M/Q/Vregido-
controle/ND2. Além disso, “primers” elaborados com base em seqiiéncias internas da regido-
controle de S. calcitrans foram eficientes para a obtengdo da maior parte da seqliéncia desta
regifio. Estes novos “primers” estiio descritos na secéio “Materials and Methods™ do manuscrito.
As estratégias de amplificagfio realizadas neste capitulo, bem como todos os “primers” utilizados,

estio mostrados na “Figure 1~ do manuscrito.

Construgdo das Bibliotecas de “Shotgun’ e Segiienciamentio
Os produtos de Long-PCR do genoma mitocondrial de H. irritans ¢ S. calcitrans
(Amplicons A ¢ B, “Figure 1” do manuscrito) foram utilizados para a construgdo da primeira

biblioteca de DNAmt para cada espécie. Eles foram submetidos a quebras aleatorias por
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sonicagdo com ondas ultra-sbnicas utilizando o sonicador Cole Parmer, série 4710, por 15-20
segundos. Os fragmentos sonicados foram separados em corrida eletroforética a 47V em gel de
agarose de baixo ponto de fusdo 0,8%, durante aproximadamente 4,5h a 4°C. Os fragmentos entre
1 e 2Kb foram recortados do gel e purificados segundo o protocolo de fenol/dietil-éter. Amostras
recortadas do gel contendo os fragmentos selecionados foram aquecidas a 65°C por cerca de
10min, com agitago periddica. 0,1 volumes de NaCl 4M foram adicionados 4 amostra para
dissociar 0 DNA do brometo de etideo. Foi adicionado 1 volume de fenol pH 8.0 4 amostra,
seguida de uma centrifugacio de 10 min a 13000 rpm (20°C) e recuperagio do sobrenadante.
Repetiu-se este passo 2 vezes. Foram adicionados 2 volumes de dietil-éter/H,O, seguido de uma
centnfugacfio per 1 min a 13000 rpm para recuperagio da fase inferior. Repetiu-se este passo 2
vezes. Para precipitagio do DNA, foram adicionados 0,1 volumes de Acetato de Sodio 3M pH
5.2 ¢ 2 volumes de Etanol absoluto gelado. A amostra foi mantida a -20°C por ~15 horas. A
amostra fol entdo centrifugada por 30 min a 13000 pm e 4°C. Aos “pellets”, foi adicionado
Etanol 70% seguido de centrifugaciio por Smin. Os “pellets” foram entdo dissolvidos em agua
milliQ. A solugdo foi purificada com o kit da QiaQuick (Qiagen) para eliminar vestigios de fenol
ou éter que possam ter ficado na amostra e concentrar 0 DNA em 20puL finais. Uma aliquota foi
analisada em gel de agarose 0,8% para verificacdo da recuperagio dos fragmentos.

A clonagem dos fragmentos de 1 a 2Kb foi realizada com o kit pMOSB/ue blunt ended
(Amersham Biosciences), como segue: a recuperagiio das extremidades dos fragmentos utilizou
~60ng do DNA purificado a 1uL de tampdo 10x, 0,5pL de 100mM DTT, I1pL do mix de enzimas
e 4,5uL de 4gua, seguido de incubagao a 22°C por 40min. Apds a desnaturacio das enzimas por
temperatura (10min a 75°C), procedeu-se a ligagdo dos fragmentos ao plasmideo de clonagem,
adicionados 1ul de plasmideo e 1uL de DNA ligase & rea¢do. A reagao foi mantida a 22°C por
15 horas. Apds este periodo de incubagfio, a transformacio foi feita através de choque quimico
utilizando tampdo KCM/PEG em células MOSBlue (Amersham Biosciences), a selegio das
colonias recombinantes foi verificada por digestdo dos plasmideos apds isolamento através de
lise alcalina.

A segunda biblioteca do DNAmt de §. calcitrans foi construida a partir do Amplicon C
(“Figure 1” do manuscrito), seguindo o mesmo protocolo usado nas primeiras bibliotecas. As
reagdes de seqiienciamento foram realizadas conforme descrito na Metodologia detalhada do

Capitulo 2, exceto pelo uso dos “primers” de seqiienciamento T7 e¢ U-19 ¢ do segiienciador
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automético modelo 3700 (Applied Biosystems). A clonagem e o seqiienciamento dos fragmentos
amplificados via PCRs “padres” foram realizados segundo a Metodologia detathada do Capitulo
2.

Andlises Estruturais e Comparativas

As seqiiéncias obtidas a partir da analise das bibliotecas de DNAmt de H. irritans ¢ S.
calcitrans foram montadas utilizando o pacote de aplicativos phred/phrap/consed (Gordon et al.
1998). Os genes codificadores de proteinas, RNAr ¢ RNAt foram anotados com o auxilio dos
aplicativos DOGMA (Wyman ez al. 2004} e Sequin (ftp://ftp.ncbinih.gov/sequin). Os codons de
iniciagdo ¢ de terrmnagio de todos os CDS foram verficados manualmente para a correta
anotagio dos genes. As seqiiéncias e as estruturas secundarias dos genes de RNAt foram
confirmadas utilizando o programa tRNA-Scan (Lowe & Eddy 1997), exceto o tRNA para
arginina, recuperado apenas no DOGMA. As seqiiéncias referentes a regido-controle foram
analisadas como descrito na Metodologia detalhada do Capitulo 3.

Dados comparativos entre genomas mitocondriais de dipteros, tais como contetido de
A+T, AT e GC “skew”, tabela com uso dos codons, dados de estrutura do DNAmt e similaridade

entre seqiiéncias, foram obtidos utilizando as ferramentas disponiveis no banco de dados AMIGA
(Feijio et al. 2006).

Andlises Filogenéticas

As seqliéncias de aminoacidos e de nucleotideos dos CDS mitocondriais de todos os
dipteros representados nos bancos de dados piblicos até o momento (C. hominivorax -
NC _002660; C. chloropyga - NC_002696; D. hominis - NC_006378; Ceratitis capitata -
NC 000857; Bactrocera oleae - NC 005333; D. yakuba - NC_001322; D. melanogaster -
NC_001709; Drosophila simulans - NC_005781; Drosophila mauritiana - NC_005779;
Drosophila  sechellia - NC _005780; Anopheles gambiae - NC 002084; Anopheles
quadrimaculatus - NC_000875; Adedes albopictus - NC_006817), incluindo as seqiiéncias de H.
irritans e de S. calcitrans, foram alinhadas individualmente usando o AMiIGA e analisadas
guanto a consisténcia destes alinhamentos. Dois critérios foram usados para compor a seqiiéncia
de genes concatenados, a qual foi utilizada nas analises filogenéticas posteriores. A razéio ndmero

de sitios conservados / nimero de sitios vaniaveis (C/V) foi calculada para a selegdio de genes

99



com C/V maior que (0,5 (Nardi ez al. 2003), excluindo os genes ATP8, ND2 ¢ ND6. Um segundo
conjunto de CDS selecionado considerando C/V maior que 1 (Junqueira et al. 2004), excluindo
também os genes ND3, ND4, ND4L e NDS5. Nestes genes, taxas de substitui¢io
significativamente diferentes poderiam causar distor¢des nas inferéncias filogenéticas. As
seqii€ncias escolhidas foram concatenadas aplicativo do AMIGA.

As inferéncias filogenéticas em Diptera foram realizadas com o auxilio do programa
MEGA3 (Kumar et al. 2004). Dois métodos de reconstrugio filogenética foram utilizados tanto
para as seqiiéncias de nucleotideos quanto para a de aminoacidos, a maxima parciménia (MP) ¢ o
“neighbor-joining” (NJ). No caso da inferéncia baseada nas seqliéncias de aminoacidos usando
NI, o método de distdncia utilizado foi a distancia p. Para as inferéncias baseadas nas seqiiéncias
de nucleotideos também usande NJ, dois métodos de distancia foram usados, a distdncia p e
Kimura-2-parametros. Em todas as analises, o valor de “bootstrap” foi calculado baseado em

1000 replicacdes.
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DISCUSSAQO

O gene COI em dipteros

O trabalho descrito no Capitulo 1 visou a caracterizagio estrutural e a identificagfio do
padrio de variagio ao longo da seqiiéncia completa do gene COI em tr€s espécies da familia
Muscidae. O gene COI é um dos genes mais utilizados em estudos evolutivos em insetos
(Caterino et al. 2000), além de ser o marcador escolhido para o desenvolvimento do projeto
“Barcode of Life” (www.barcodinglife.org). Nds entendemos que a informacfo gerada pelo
seqiienciamento do gene COI de H. irritans, S. calcitrans e M. domestica pode contribuir com
futuros trabalhos de filogenia e identificacfio taxonémica de espécies da familia Muscidae, ja que
nosso artigo foi o primeiro a apresentar a caracterizagio deste gene em espécies desta familia.
Antes do seqilenciamento do gene COI destas trés espécies, poucas seqiiéncias parciais de genes
mitocondriais (COI, COII e 12S) estavam disponivels no GenBank para Muscidae, apesar da
importancia econdmica de algumas espécies no cendno agropecuario.

A caracterizagio do gene COI fo1 também importante para acessar algumas informag&es
relevantes para a caracterizag¢do do genoma mitocondrial completo de H. irritans e S. calcitrans
(Capitulo 4). Por exemplo, a caracterizagio do gene COI ja tinha evidenciado que esta duas
espécies possuiam seqli€éncias bem ricas em A+T, o que se mostrou verdadeiro para o genoma
mitocondrial como um todo (H. irritans e S. calcitrans estdo entre os dipteros cujos DNAmt sdo
0s mais ricos em conteido de A+T).

O gene COI de muscideos mostrou ser bem similar, estrutural e evolutivamente, ao de
outros dipteros ¢ insetos em geral, mas talvez o aspecto mais interessante destas seqiiéncias seja a
identificago de um cddon de iniciagiio da tradugdo ndo reconhecido para o DNAmt animal, o
trinucleotideo TCG {(aminoacido: serina). Os coédons de iniciagio ATG, ATT, ATA e ATC sio
caracieristicos do DNAmt de metazoéarios (Wolstenholme 1992), mas excecdes a esta regra
parecem ser comuns ao gene COI de artropodes. Nos primeiros genomas mitocondriais de
artrépodes descritos (D. yakuba ¢ D. melanogaster), nenhum ATN seguindo o quadro de leitura
foi encontrado préximo ao presumido sitio de miciagdo deste gene. Isto fez com que um
tetranucleotideo ATAA logo a jusante do TCG fosse sugerido como o iniciador de COI (de
Brujjn 1983, Clary & Wolstenholme 1985), o que nunca foi testado expertmentalmente.

Alternativamente, para o caranguejo Pagurus longicarpus, o tetranucleotideo ATCA foi sugerido
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para a inicia¢do de COI (Hickerson & Cunningham 2000) e, para o colémbola Tetrodontophora
bielanensis, o hexanucleotideo ATTTAA (Nardi et al. 2001). Em dipteros, assim que novos
genomas e seqiiéncias iam sendo caracterizados, mais se especulava sobre o papel do codon TCG
na iniciagdo da tradugdio do gene COL Recentemente, dois artigos caracterizando o gene COI nos
mosquitos Adedes aegypti (Morlais & Severson 2002) e Anopheles funestus (Krzywinski et al.
2006) mostraram, através do seqiienciamento de cDNA, que a extremidade 5’ do transcrito de
COI comegava com o trinucleotideo TCG, dando suporte a hipdtese de iniciagiio com 0 TCG em

dipteros.

Acesso a regides de instabilidade estrutural do DNAmt

Apesar de ser uma das principais referéncias para quem trabalha com DNAmt de insetos
(ver Introdugao - O DNA Mitocondrial Animal), a compilagdo de “primers” descrita no trabalho
de Simon et al. (1994) fo1 baseada nas poucas seqiiéncias disponiveis naquele momento, 0 que
fez com que, para algumas regides do DNAmt de insetos, poucos “primers” universais fossem
disponibilizados. Dentre estas regiGes estdo os locais em que é registrada maior ocorréncia de
eventos de translocagdo e/ou duplicagdo de trechos de seqiiéncias mitocondriais de artropodes,
segundo Boore (1999). Estas regides so comumente chamadas de regides de “hot spot”
estrutural do DNAmt e incluem a regido-controle, o agrupamento de RNAt que a flanqueia, o
agrupamento de RNAt entre COIl e ND2 e o agrupamento entre ND3 e ND5. A Figura 4 mostra
um esquema indicando estas regides em diferentes artropodes.

O desenvolvimento de novos “primers” conservados e seu relativo sucesso para acessar
estas regides do DNAmt de dipteros via PCR ¢ uma importante contribuigdo para estudos que
envolvam a caracterizag@o da organizagéo dos genes de RNAt e da regido-controle no genoma
mitocondrial ¢ também a analise de variabilidade intra e interespecifica em espécies de insetos.
Exemplos da utilidade destes “primers™ ja podem ser observados no Laboratério de Genética
Animal, CBMEG, UNICAMP, onde eles tém ajudado o desenvolvimento de outros projetos,
principalmente envolvendo a amplificagio da regifo-controle de dipteros de importincia

econdmica e forense.
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Figura 5. Representagdo do genoma mitocondrial linearizado de espécies de artropodes. A regido

do DNAmt preenchida em vermelho é considerada a regifo-controle e os circulos vermelhos
indicam as regides de maior instabilidade estrutural quando estes genomas s3o comparados.
Adaptado de Boore (1999).

Controle da replicagdo/transcri¢do?

A caracteriza¢do molecular da regido-controle de trés espécies da familia Muscidae, como
mostrado no Capitulo 3, amplia o conhecimento acerca da estrutura e evolugio desta regido em
dipteros e sugere possiveis formas de regulagio dos mecanismos de replicagio e transcrigdo do
DNAmt de insetos, baseado nas possiveis “assinaturas moleculares” identificadas na regido-
controle de dipteros braquiceros, como as regides de seqiiéncia conservada. Zhang & Hewitt
(1997), comparando seqiiéncias de regido-controle de espécies de Drosophila, de ortopteros e de
lepidopteros, tentaram determinar o que chamaram de homologias estruturais e propor que estes
elementos estariam presentes na regido-controle de toda classe dos insetos. Estas homologias
estruturais nem sempre sdo reconhecidas por alinhamentos de seqiiéncias (busca comum por
similaridade), por exemplo, Zhang & Hewitt (1997) consideram homologias estruturais
seqiiéncias ricas em G+A e trechos [TA(A)l. repetidos em “tandem”. Isto resulta no nio
reconhecimento de tais elementos indicados como conservados para algumas espécies de insetos
(Nardi et al. 2001, Dotson & Beard 2001, Snall ez al. 2002).
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E importante ressaltar que com a identificagdo de seqiiéncias primarias e estruturas
secundérias conservadas entre espécies de quatro familias distintas de dipteros (Muscidae,
Calliphoridae, Oestridae e Drosophilidae), uma subordem toda, a Brachycera (Figura 5), pode ser
agrupada no que se refere a regulagdo de processos de replicagdo/transcri¢do do DNAmt, através
do compartilhamento das possiveis seqiiéncias cis-regulatérias da regido-controle. As mesmas
anlises foram conduzidas no sentido de englobar também espécies de mosquitos (subordem
Nematocera), mas apenas uma regido conservada pdde ser identificada, o poli-T central (BCR II -
“Figure 1” do manuscrito do Capitulo 3), que ¢ o mesmo elemento claramente identificado em
outros insetos holometébolos. Este elemento foi reconhecido recentemente como o ponto preciso
de inicio da replicagdo da fita “minor” (codifica para 4 CDS, 8 RNAt e 2 RNAr) do DNAmt de
holometabolos - defini¢io segundo Simon et al. (1994). O inicio da replicagao da fita “major” (9
CDS e 14 RNA() apenas pdde ser determinado para Drosophila, sendo precisamente mapeado a
montante do outro elemento poli-T (BCR I - “Figure 1” do manuscrito do Capitulo 3). Insetos
hemimetabolos e ametabolos, em sua maioria, possuem elementos poli-T mais curtos (menos de
10 nucleotideos), os quais parecem ndo estar envolvidos no inicio da replicagdo de nenhuma fita
do DNAmt (Saito et al. 2005).

Fica evidenciado, assim, que pelo menos trés mecanismos diferentes de replicagdo do
DNAmt sdo encontrados em insetos: 1) ambas as fitas iniciam a replicagdo na regido-controle,
com envolvimento de ambos os elementos poli-T (dipteros braquiceros); 2) a replicagdo da fita
“minor” é iniciada na regido-controle, com envolvimento do elemento poli-T central (insetos
holometabolos); e 3) a replicagio da fita “minor” ¢ iniciada na regido-controle, sem envolvimento
dos elementos poli-T (insetos hemimetabolos). Desta forma, € facil visualizar a dificuldade de se
encontrar regides conservadas na regido-controle de insetos que sejam resultado de restrigdes
funcionais seletivas. A caracterizagio da regido-controle de espécies de Brachycera e a
identificagio de seqiiéncias primarias homologas reafirmam os possiveis papéis regulatorios

destas seqiiéncias para o genoma mitocondrial destas espécies.
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Figura 6. Filogenia simplificada da ordem Diptera, mostrando os taxa de interesse para o presente

trabalho. Destacadas em vermelho estdo as familias cujas espécies foram analisadas no

manuscrito do Capitulo 3. Adaptado de McAlpine & Wood (1989).

Organizagdo estrutural e evolugdo do genoma mitocondrial em Muscidae

No Capitulo 3, ja se tinha evidenciado, por tentativas de amplificar a regido-controle das
espécies S. calcitrans e O. aenescens, que o genoma mitocondrial destas espécies possuia uma
estrutura diferente daquela dos outros muscideos. Embora os genes que flanqueiam a regido-
controle tenham sido facilmente identificados, as regiGes amplificadas (ScIR e OalR) nio
possuiam nenhuma similaridade com a regido-controle de dipteros braquiceros. Duas
possibilidades foram levantadas: ou a regulagio do DNAmt nestas duas espécies teria sofrido
uma alteragdo significativa o suficiente para mudar a estrutura da regido-controle (a ponto de
transforma-las naquelas seqiiéncias de 96 e 382pb), ou estariamos diante de um evento de
rearranjo e/ou duplicagdo de elementos génicos no genoma mitocondrial de S. calcitrans e O.
aenescens, que limitaram, inclusive, o sucesso das metodologias usadas para acessar a regido-
controle. Primeiramente, foi com a andlise de amplificagio via Long-PCR e digestio com
enzimas de restri¢do que verificamos que os DNAmt destas espécies eram de mesmo tamanho ou
ainda maiores que o DNAmt de outros dipteros. Se ScIR e OalR fossem realmente as regides-

controle de S. calcitrans e de O. aenescens, respectivamente, estes genomas deveriam ser de 700-
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1100bp menores que o0 DNAmt de H. irritans, o que nio ocorre (0 DNAmt de S. calcitrans, por
exemplo, € ~2Kb maior).

Com o seqiienciamento dos genomas mitocondriais de H. irritans e S. calcitrans,
pudemos comparar e identificar a presenga de uma regido-controle em S. calcitrans estruturada
semelhantemente a regido-controle de braquiceros, exceto pela presenca de grandes trechos
repetidos em “tandem”. Entretanto, a organizagio do genoma mitocondrial descrita no Capitulo 3
nio foi confirmada pelos resultados do projeto de seqiienciamento do DNAmt de S. calcitrans
(Capitulo 4), exceto pela identificagdo da ScIR. O agrupamento de RNAt que geralmente
flanqueia a regido-controle no DNAmt de insetos (MQI), também o faz em S. calcitrans. A
duplicacdo observada em S. calcitrans ja foi descrita para o DNAmt de outros dipteros do género
Chrysomya (Calliphoridae) (Lessinger et al. 2004, Junqueira et al. 2004) e envolve seqiiéncias
parciais de RNAt para glutamina e da regido-controle, e a seqiiéncia completa do RNAt para
isoleucina. A montante da regido duplicada, entre os genes 12 e RNAr 128, ¢ onde se encontram a
ScIR e a CIR (no caso das espécies de Chrysomya).

A convergéncia de estrutura e conteudo génico nos genomas mitocondriais de S.
calcitrans, C. chloropyga, C. megacephala e C. albiceps sugere que este tipo de evento estd
associado a um “hot spot” de duplicagdgo no DNAmt de dipteros. Com base no atual
conhecimento sobre a origem de replicagdo do DNAmt em dipteros Brachycera (Goddard &
Wolstenholme 1980, Saito et al. 2005, Capitulo 3), na idéia de que estruturas secundarias no
DNA podem estar envolvidas com duplicagdes no genoma mitocondrial (Stanton et al. 1994) e
em evidéncias da ocorréncia de recombinag@o ilegitima entre moléculas do DNAmt animal (Shao
et al. 2005b), nds propomos o mecanismo explicado no Capitulo 4 e esquematizado na Figura 6.
Mais evidéncias experimentais devem ser levadas em consideragdo para a consolidagdo deste
modelo mecanistico, mas esta proposta ajuda a entender como a estrutura do genoma
mitocondrial dos metazoarios pode evoluir, inclusive gerando arranjos semelhantes em linhagens
evolutivas distintas. A questio do compartilhamento de padrdes de organizagdo génica como
indicador de ancestralidade comum tem sido sugerida (revisio em Boore 1999 e Boore ef al.
2005), mas também bastante discutida, j& que a convergéncia da ordem dos genes mitocondriais
em organismos de diferentes linhagens evolutivas ndo parece ser um evento tdo raro (Dowton &

Austin 1999, Dowton ef al. 2003).
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Moléculas filhas

Inicio da Replicagdo Inicio da Replicagdo Término da Replicagio
da fita "minor" da fita "major”

r~

Inicio da Replicagdo Inicio da Replicagio da fita Excisio do trecho Insergdo do trecho replicado
da fita "minor" "major", seguida de interrupgio replicado da fita "major” em outra molécula de DN Amt
pela estrutura secundaria

Figura 7. Esquema do modelo mecanistico de ocorréncia da duplicagdo de RNAt para glutamina
e isoleucina e parte da regido-controle verificado nos genomas mitocondriais de S. calcitrans, C.
chloropyga, C. megacephala e C. albiceps. A) Representagido de uma replicagdo “bem sucedida”
do DNAmt, segundo Goddard & Wolstenholme (1980) e Saito er al (2005). TTTTT em
vermelho e azul representam os “brachyceran conserved regions” I e II (inicio da replicagio das
fitas “minor” and “major”, respectivamente). B) Possiveis etapas de formagdo da regido

duplicada durante o processo de replicago.

A evolugédo dos anticodons
O fato dos genomas mitocondriais de espécies de insetos serem caracterizados pelo uso de
codons ndo-6timos foi sempre considerado um aspecto intrigante deste sistema gendomico. Desde

a primeira evidéncia de que os codons mais utilizados dentre uma familia de codons degenerados
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de um genoma eram aqueles que se complementavam precisamente com o anticédon do RNAt
correspondente (Ikemura 1981), surgiu a hipdtese da adaptagdo cddon-anticédon ou uso de
codons otimos (“optimal codon-usage”). Neste caso, a evolugdo para a preferéncia do uso dos
codons levaria a uma adaptagdo destes ao anticodon disponivel (ou o mais abundante) e que,
neste ultimo, a evolugdo da posicdo varidvel seria governada pelas pressdes de mutagdo que
ocorrem no genoma (“hipotese de muta¢do para a evolugdo do anticodon”). Recentemente, duas
novas hipoteses surgiram: primeiro, a “hipotese de seleg¢do para a versatilidade do anticodon”
(Agris 2004, Tong & Wong 2004), que diz que RNAt com anticodons possuindo T ou G na
posi¢ao variavel seriam mais versateis por serem eficientes na tradug@o de todos os codons de
uma familia de c6dons degenerados e seriam selecionados, inclusive em situagdes onde evoluir
para um “optimal codon-usage” seria desfavordvel (quando ha sele¢do por genomas ricos em
A+T, por exemplo); e segundo, a “hipdtese de sele¢do para a adaptacdo do anticodon” (Xia
2005), proposta exclusivamente para 0 DNAmt de vertebrados, que diz que a posigdo variavel do
anticodon evolui para se adaptar ao uso de codons (e ndo o contrario). Segundo Xia (2005), a
predominancia de A e C na posi¢do degenerada dos codons (que ocorre devido a pressdo de
mutagdo no DNAmt de vertebrados) selecionaria T ou G como base variavel do anticédon,
promovendo a otimizagdo da tradugfo. De fato, todos os anticodons dos RNAt mitocondriais de
vertebrados, exceto o RNAt para metionina (ver justificativa em Xia, 2005), possuem T ou G na
posi¢ao variavel, caracterizando a preferéncia pelo uso de cddons 6timos. Estas duas tiltimas
hipéteses de sele¢do explicam igualmente bem os dados encontrados para o genoma mitocondrial
de vertebrados, entretanto apenas a hipotese de selecdo para a versatilidade do anticodon
poderia, também, explicar a manuten¢do de um uso preferencial por codons ndo-otimos no
genoma mitocondrial de insetos.

Comparando os RNAt do DNAmt de insetos e vertebrados, incluindo os muscideos,
verificamos que os anticodons s@o conservados (exceto pela variagdo no RNAt para lisina). Esta
conservagio sugere que os anticodons de ambos os grupos respondem a uma mesma forga de
sele¢do, permanecendo iguais desde a divergéncia entre vertebrados e invertebrados.
Contrariamente, a preferéncia pelo uso de codons diverge entre vertebrados e invertebrados
(codon otimo vs ndo-0timo, respectivamente) devido as diferentes pressdes de mutagdo que
atuam nestes genomas, A+C/assimétrica e A+T/generalizada. Concluimos, com base na

conservagao dos anticodons dos tRNAs e na abrangéncia da hipotese de sele¢do para a
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versatilidade do anticédon, que o uso preferencial de codons n3o orienta diretamente a evolugio
dos anticodons no DNAmt animal, divergindo da proposta de Xia (2005) sobre evolugiio de
anticodons do DNAmt de vertebrados.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Nés entendemos que o conjunto dos trabalhos apresentados nesta dissertagdo colaborou
imensamente para a compreensdo de alguns aspectos evolutivos relacionados a estrutura do
genoma mitocondrial em espécies de dipteros da familia Muscidae, e nos metazoarios em geral.
Além disso, os dados gerados neste trabalho podem servir de base para futuros estudos que visem
ampliar a caracterizagdo de genomas mitocondriais de insetos (seqiléncias parciais ou genoma
completo), utilizar o DNAmt como marcador molecular em estudos de variabilidade intra e
interespecifica considerande a distribui¢io geografica de moscas-praga como H. irritans, S.
calcitrans, M. domestica, A. orientalis ¢ O. aenescens, e aprofundar o entendimento das relagdes
evolutivas entre as familias de Diptera. Durante o desenvolvimento deste estundo, nos
depositamos no GenBank quase 58Kb de seqiiéncias mitocondriais de espécies da familia
Muscidae, contribuindo para o grande crescimento no numero de seqiiéncias nucleotidicas
depositadas em banco de dados publicos relacionadas a estas moscas-praga.

Como perspectivas, trés principais focos sio considerados importantes. O primeiro
relaciona-se ao estudo bioquimico das interagbes entre as proteinas reguladoras importadas do
nlicleo e as seqiiéncias conservadas descritas para a regifio-controle dos braquiceros. Como
fatores de transcrigdc ou proteinas associadas & origem da replicacfio interagem entre s1 € com ©
DNAmt de insetos para promover o inicio destes processos que sdo tao fundamentais para a
expressao e a transmissio da informagio genética mitocondrial? O segundo foco esta relacionado
4 elaboragio de diferentes estratégias para obtencdo da seqtiéncia completa da regido-controle do
DNAmt de S. calcitrans, ja que os métodos utilizadas neste trabalho nfio foram suficientes para se
obter toda a informagio que gostariamos referente a esta peculiar regifio. Com a integralizagio da
seqiiéncia completa do DNAmt de S. calcitrans, poderiamos verificar como as organizagdes
estruturais apresentadas nos Capitulos 3 e 4 estdo relacionadas ou se ha chance de artefatos de
PCR estarem envolvidos. O terceiro e dltimo foco associa-se com a abrangéncia filogenética da
duplicagio encontrada no genoma mitocondrial de S. calcitrans. Outras espécies do género
Stomoxys também possuem tal duplicagio ou este € um evento mais recente? E a organizagio de
0. aenescens é fruto de um evento ancestral 3 separacdo das linhagens Stomoxys e Ophyra, ou €

um exemplo de mais uma convergéncia estrutural? Ficam aqui estas questdes...
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