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RESUMO

A importancia cultural e econdmica da produgdo animal na América Latina tem suas
raizes na era colonial. Este continente possui uma das maiores populacgoes de gado do mundo e
paises como o Brasil, a Argentina e o Uruguai tém um papel importante no cenario mundial como
produtores e exportadores de uma grande variedade de produtos pecuarios. Doengas parasitarias
afetam profundamente a produtividade animal e a venda de animais vivos ou derivados e,
conseglientemente, representam um grande impacto no desenvolvimento do setor agropecuario
nos paises sul americanos.

A mosca da bicheira, Cochliomyia hominivorax (Coquerel) € um dos principais agentes
causadores de mifases traumaticas na regido Neotropicai. Larvas da mosca da bicheira
alimentam-se de tecidos vivos de animais de sangue quente. Esta espécie foi erradicada da
América do Norte e parte da América Central através da técnica do inseto estéril (SIT). Na América
do Sul, no entanto, esta peste continua causando um grande prejuizo a pecuaria € um projeto
internacional esta em andamento para se avaliar a execugdo de um programa de controle da
mosca da bicheira neste continente. Neste sentido, o principal objetivo deste estudo foi gerar
informacdes sobre padroes de variabilidade, estrutura genética e fluxo génico de populagoes sul
americanas de C. hominivorax. Estas sao importantes informagdes para o investimento em
programas de controle de insetos-praga.

Os microssatélites sdo uma classe especial de marcadores moleculares tipicamente
codominantes e multi-alélicos altamente polimdrficos e com uma alta heterozigosidade esperada.
Estas caracieristicas fazem com estes marcadores sejam cada vez mais empregados para
investigar questdes acerca da variabilidade genética, fiuxo génico e sistemas de acasalamento,
até mesmo em espécies com baixos niveis de variabilidade em outros marcadores. A principal
limitacdo dos microssatélites é a necessidade de se desenvolver marcadores microssatélites de
novo para cada nova espécie a ser estudada, o que pode ser uma tarefa cara e demorada, mas
indispenséavel na maioria dos casos.

Para investigar padroes de variabilidade genética e diferenciagdo populacional na atual
distribuicdo de C. hominivorax, duas abordagens foram empregadas para isolar marcadores
microssatélites a partir de bibliotecas gendmicas. Inicialmente, 10 locos foram isolados a partir
de uma biblioteca enriquecida em repetigdes (AC)n. A amplificacdo destes locos em 30 individuos
de C. hominivorax, revelou uma média de 6,9 alelos por loco, com heterozigosidades esperadas
variando de 0,3831 a 0,8022. Na segunda abordagem, sete novos marcadores poliméficos foram
desenvolvidos utilizando uma estratégia diferente, na qual uma sonda (AG). foi usada em vez de
(GT)» na etapa de enriquecimento. A média de alelos encontrados nos sete novos locos foi de 7,8

alelos por loco, com heterozigosidades esperadas variando de 0,4220 to 0,9045. Os “primers”

Cr-Co\C-“.C.-'\Cn‘-C-‘-CJ‘-CJ\C!\C-'\CACACa‘-CJ.C;\CI\C,’\C:\C!\C;.C,ﬂCa‘-DI\C-’\C;‘\C;‘.C;‘\C;‘:Ca‘-CJ\CI-CnCJ\C»‘\C-’.C-‘\CJ"Ca’-CJ‘Cf-CI\CLCLI:J'lC-‘-Cv‘-I:v"C.'-.C-“\C:‘\C-'\C-'-CAC;.C; l



desenvolvidos para C. hominivorax foram utilizados com sucesso na amplificagdo heterdloga em
outras espécies da familia Calliphoridae, sugerindo que os locos caracterizados poderdo ser (iteis
em estudos nessas espécies apds a avaliagdo do conteldo de polimorfismo. Estas duas
abordagens também motivaram ¢ desenvolvimento de um conjunto de ferramentas de
bicinformatica para a anélise de seqiiéncias contendo microssatélites, o FiRe (“Find Repeats!”).
Esta iniciativa representa uma importante contribuicdo para facilitar o isolamento e
caracterizagao destes marcadores.

Doze, dos 17 marcadores desenvolvidos, foram selecionados para caracterizar a
variabilidade genética e a estrutura populacional de amostras de C. hominivorax da América do
Suf. Em uma analise da estrutura espacial e temporal de populagbes geograficas do Uruguai,
desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg foram observados em todas as
subpopulagbes. Varios pares de locos também apresentaram desequilibrio de ligagédo
independentemente nas subpopulagdes. Um baixo, mas significativo, nivel de diferenciacéo foi
observado entre as subpopulagdes, mas ndo foi detectado isolamento por distancia. A analise
temporal indicou um aumento na diferenciagdo populacional global apés um ano e foi ohservada
uma diferenciacdo populacional significativa entre subpopulagdes da mesma localidade em
periodos diferentes. As diferencas observadas entre as populagbes locais sdo, provavelmente, um
resultado de alteracdes demograficas em populagdes da mosca da bicheira.

A analise conjunta de 21 populagdes geograficas da América do Sul (distantes de 15 a
5180 km entre si) revelou uma alta variabilidade genética. Desvios significativos do equilibrio de
Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligagao entre pares de locos foram freqilentes nas amostras
analisadas. Foi observada uma diferenciagdo populacional baixa, mas significativa, indicando
uma homogeneidade entre as amostras analisadas. A correlagéo entre as distincias genéticas e
geograficas das amostras ndo foi significativa. As evidéncias encontradas apontam para uma
expansdo populacional recente da espécie no continente sul americano, mas as observagoes
também podem ser uma evidéncia de uma dindmica populacional envolvendo eventos freqlientes
de extingdo e recolonizacao, na qual cada subpopulacao de C. hominivorax se comportaria como
uma metapopufagdo. Independentemente de qual seja o cenario que melhor descreva a historia
evolutiva desta espécie, fica evidente o potencial de dispersdo e adaptagdo desta espécie, o que
terd profundas implicacdes em programas de controle da espécie. Estudos futuros poderdo
fornecer um quadre mais completo sobre a dindmica das populacbes da mosca da bicheira,
gerando informagoes fundamentais para a tomada de decisdes no que concerne & erradicacio

desta importante praga da pecuaria.



ABSTRACT

The cultural and economic importance of animal production in South America dates back
to the colonial era. This continent has one of the largest percentages of the worid's total cattle
population and countries like Brazil, Argentina and Uruguay play a major role as exporters of a
variety of livestock products. Diseases affecting livestock can have a significant impact on animal
productivity, on trade of live animals, meat and other animal products, which, conseguently,
affects the overall process of the economic development of South American countries.

The New World screw-worm (NWS), Cochliomyia hominivorax (Coquerel), is an important
parasitic insect pest in Neotropical regions. NWS myiasis is caused by the larval stage of the fly
infesting tissues of warm-blooded vertebrates. This species has been successfully eradicated from
North and most of Central America by the sterile insect technique. In South America, however, this
pest continues to affect the development of the livestock sector and an international effort is
underway to evaluate the feasibility of eradicating the NWS from endemic areas of Central and
South America. Therefore, the aim of this study was to provide some insight into the patterns of
genetic variation, structure and gene fiow of C. hominivorax populations from South America.
Those are valuable information required prior to an investment on large-scale efforts aiming at
controlling insect pests.

Microsateliites stand out as co-dominant markers with a high number of alleles per locus,
high polymorphism and high-expected heterozygosities. Due to those features, these markers
have been increasingly used to investigate questions regarding population structure, gene flow
and mating system even in populations that have low levels of aillozyme and mitochondrial
variation. The major drawback of microsateliites is that they must often be isolated de novo for
each species.

In order to investigate patterns of genetic differentiation of C. hominivorax from its current
distribution using microsatellite ioci, two efforts were made to isolate these markers from
enriched genomic libraries. Initially, a set of 10 polymorphic microsatellite loci was isolated from
an AC-enriched genomic library. Amplification of the reported loci in 30 screw-worms revealed an
average of 6.9 alleles per tocus with expected heterozygosities ranging from 0.3831 to 0.8022. In
the second effort, seven new polymorphic microsatellite markers were deveioped using a different
protocol. An (AG). probe was used instead of (GT) in the enrichment step. The number of alleles
found in the seven new loci ranged from 3 to 13 per locus, with the expected heterozygosities
ranging from 0.4220 to 0.9045. Cross-species amplifications of the 17 microsatellite markers
were successful in other Calliphoridae species, suggesting that these loci may be useful in those
species after evaluating the extent of polymorphism. These efforts have also motivated the

development of a web-based, user-friendly toolkit for microsatellite sequence characterization, the
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FiRe (Find Repeats!). This initiative represents an important contribution to other efforts aimed at
isolating and characterizing microsatellite markers.

Tweive of the 17 isolated loci were used to characterize genetic variability and population
structure across NWS South American populations. In the spatio-temporal analysis of C.
hominivorax populations from Uruguay, significant departures from Hardy-Weinberg equilibrium
were observed for all populations. Linkage disequilibrium was also detected for several locus
pairs. Low, but significant, levels of subdivision were recorded between populations, but no
evidence of isolation by distance was observed. The temporal analysis indicated a population
differentiation increase over time and all pairwise comparisons between temporal subpopulations
yielded significant estimates of population differentiation. The observed differences between local
populations are probably a result of the occurrence of demographic changes that affected NWS
populations.

Analysis of populations from 21 geographical sites in South America (distances ranging
from 15 to 5180 km) revealed a high genetic variabitity within NWS populations. Deviations from
Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium were frequent. A strikingly low, but
significant, genetic differentiation was ohserved, indicating a broad-scale genetic homogeneity in
the continent. This low differentiation was coupled with a lack of isolation by distance. These
results are consistent with the patterns expected from a species that has undergone range
expansion. The pattern of genetic variation among popuiations could also be an evidence of
colonization-extinction dynamics, where subpopulations of this species might usefully be viewed
as a metapopulation. Whichever scenario best describes the population structure of NWS, it will
have deep implications in control strategies. Further studies should complement these findings
and provide support for decision makers in the planning and implementation of new area-wide

control programs of this important livestock pest.
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ORGANIZAGAO DA TESE

Esta tese estd organizada em quatro partes. A primeira parte constitui uma introdugao
geral, contendo uma revisdo bibliografica sobre a mosca da bicheira, C. hominivorax, € sobre
marcadores microssatélites.

A segunda parte esta dividida em 3 capitulos e abrange a descrigao do desenvolvimento
de marcadores microssatélites para C. hominivorax. Desta forma, o primeiro capitulo descreve o
isolamento e a caracterizagdo dos primeiros locos de microssatélites para esta espécie e o
segundo descreve uma nova abordagem para desenvolvimento de marcadores adicionais. Estes
dois trahalhos foram publicados no periddico “Molecular Ecology Notes”.

0 volume de dados de seqliéncia ¢ a dificuldade de analise através de ferramentas
gratuitas disponiveis motivaram o desenvolvimento em colaboragao com outros autores, de um
conjunto de ferramentas de bicinforméatica para facilitar o desenvolvimento de microssatélites.
Esta etapa (ainda em andamento) esta descrita no capitulo trés.

A terceira parte, dividida em dois capitulos, descreve a utilizaggo dos marcadores
caracterizados na analise da variabilidade genética e estrutura de populacoes de C. hominivorax
na América do Sul. O quarto capituio descreve o estudo realizado acerca de populagées
geograficas da mosca da bicheira no Uruguai. A primeira etapa deste estudo (avaliagao da
estruturacao espacial) motivou a sua continuidade e a inclusao de amostras de outro periodo
para a realizagdo de uma caracterizacdo da estruturacdo temporal de amostras de C.
hominivorax. Uma etapa preliminar deste estudo esté sende publicada em forma de artigo nos
“Proceedings of the International Conference on Area-Wide Control of Insect Pests”. O quinto
capitulo descreve a andlise da variabiiidade genética e estrutura de poputagdes de C. hominivorax
na América do Sul, incluindo as amostras analisadas anteriormente do Uruguai, amostras de
populagdes geogréficas do Brasil e uma amostra da Venezuela. Dois artigos referentes aos
capitulos quatro e cinco estao em fase de preparagéo e ndo foram incluidos na tese.

No final da terceira parte, hd uma conclusdo geral, com uma revisdo resumida dos
capitulos 4 e 5, e uma discussdc de uma série de novas questdes e perspectivas sobre a
estrutura e dindmica de populagdes de C. hominivorax e as implicagdes dos resultados
encontrados em programas de controle da espécie.

No anexo 1, encontra-se o artigo publicado no periddico “Veterinary Parasitology”
resuitado da colabaragdo em outro projeto em andamento no Laboratério de Genética Animal,
CBMEG, Unicamp. Este projeto também resultou na redacéo, juntamente com os outros autores,
de um pedido de patente com intuito de proteger a atividade inventiva decorrente dos resultados

obtidos.
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Parte

Assim como o trabalho no dia de Domingo
ndo pde ninguém pra diante,

Assim sera também os bichos desta bicheira.
Ha de cair de nove em nove,

de sete em sefe,

de cinco em cinco,

de trés em trés,

de um em um

até ficar nenhum,

Reza para curar bicheira, Autor Anénimo

INTRODUCAO
GERAL



INTRODUGAO GERAL

1.1 A MOSCA DA BICHEIRA E SUA IMPORTANCIA NA PRODUCAQ ANIMAL

A expansao demaografica, a urbanizacdo e 0 aumento da renda nos paises em desenvolvimento

estao provocando um aumento substancial no consumo de alimentos de origem animal. Ha uma
crescente demanda pela produgdo de carne, leite e ovos, principais fontes de proteinas para a
populagao mundial. Para satisfazer esta demanda, uma diversidade de sistemas de produgdo
animal foi estabelecida principaimente em paises em desenvolvimento, nos quais esta produgéo
garante o abastecimento local, a fonte de renda da populagdo rural, bem como representa uma
grande parte da receita de tais paises.

Na América do Sul, a producdo animal & baseada, predominantemente, em peqguenas e
médias propriedades produtoras. Ha produgdo de um pequenc nimero de animais por
propriedade, gue sdo utilizados para subsisténcia familiar e uma parte para venda. Ha, no
entanto, um forte setor comercial, voltado principalmente para a exportacdo de produtos
derivados do gado bovino {(Vargas-Teran et al., 2005). Com as melhorias das condi¢bes no campo,
o setor agropecudrio esta em franco desenvolvimento e a América do Sul se destaca como um
produtor diverso e dinédmico no cendrio internacional.

Atualmente, o Brasil € o segundo maior exportador de carne e projecdes para longo-prazo
colocam o pais como o principal exportador mundial de produtos agropecuarios (FAQ, 2008). O
Brasil surgiu come um importante exportador de uma grande variedade de produtos
agropecudrios incluindo carne de aves, carne bovina e carne suina, respondendo por 20,7 %,
12,8 %, e 6,4 % das exportagdes mundiais destes produtos, respectivamente. Qutros paises da
América do Sul, como a Argentina e o Uruguai, também se destacam como exportadores
tradicionais, enquanto ¢ Chile vém emergindo no setor.

Ressaltada a importdncia da pecudria, particularmente em paises pobres ou em
desenvolvimento, tém-se uma dimensdo do impacto de doengas parasitdrias na producéo. Tais
deencas afetam a producdo diretamente, através da mortalidade dos animais, ou indiretamente
causando a reducdo da fertilidade, perda de peso e produgdo de leite. Ambos, ecto e
endoparasitas s@o reconhecidos como sendo dois dos principais fatores fimitantes da producéo
animal.

Mifases sdo infestagbes causadas por larvas de dipteros que, em algum momento, se
alimentam dos tecidos vivos ou mortos do hospedeiro, de suas substancias corporais liguidas ou
do alimento por ele ingerido (Zumpt, 1965). Pelo menos 20 espécies de moscas foram descritas
COmMo responsaveis por causar um quadro de mijase. Dentre elas, destacam-se as periencentes
as familias Calliphoridae, Oestridae e Sarcophagidae, que incluem espécies de grande
importancia sanitdria e econbmica, por infestarem o homem, promoverem a dissemina¢do

mecanica de patégenos e produzirem graves prejuizos & pecuéria.
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QUADRO 1. TIPOS DE MIIASES

Existermn dois grupos principais de espécies causadoras de miliases: 05 parasitas cbrigatorios

ou primarios, que se desenvolvem em hospedeiros vivos e 05 parasitas facultativos ou
secundarios, que podem se alimentar de tecidos em tecidos necrosados ou maternal em
decomposigao (Zumpt, 1965].

Dentro da familia Calliphoridae, destacam-se algumas moscas causadoras de
mifases secunddrias ou facultatives: as espécies do género Chrysomya (C. putoria,
C. megacephala, C. albiceps e C. rufifacies) e Cochliomyia macellaria (Guimaraes af al.,
1983; Baumgartner & Greenberg, 1984). Ainda dentro da familia Calliphoridae, duas
espécies destacam-se por serem parasitas obrigatorios: a Chrysomya bezziana, sendo a
principal causadora de mifase primaria no Velho Mundo e a Cochliomyia hominivorax,
considerada uma das mais importantes moscas causadoras de milases primarias na regiao

Meotropical.

A mosca da bicheira (Figura 1), C. hominivorax (Coguerel) & um ectoparasita obrigatdnio de
animais homatérmicos, ou de sangue quente, incluindo o homem, Fémeas adultas desta especie
depositam seus ovos em peguenas ferides ouw aberturas no corpo do hospedeiro. As larvas
recém-eclodidas alimentam-se pbrigatoriamente do tecido vivo. Nao havendo o tratamenio da
infestacao, formam-se lesbes em areas extensas, estimulanda ainda outras fémeas a depositar

seUs ovas neste hospedeire (Thomas & Mangan, 1989).

o Jo
7 | _
Flgura 1. A esquerda, fémea adulta de C, hominivorax e a direita, adultos de
. hominivorax em uma ferida aberta em bovino.

0 ciclo de vida de C. hominivorax & de aproximadamente 18 a 20 dias. No oitavo dia apds
a emergéncia, as fémeas fecundadas podem ovipor uma massa de cerca de 250 ovos. Apos 12
horas, as larvas emergem e passam a se alimentar dos lecidas vivos do hospedeiro por cingo dias

ate atinger o terceiro instar quando caem no sole & se transformam em pupas. O periodo de pupa



dura,em média, & dias, sendo seguido pela emergéncia dos adultos, Com cerca de oito dias, as
femeas podem ovipor fechando o ciclo de vida da espécie.

A mosca da bicheira é congsiderada uma das principais pragas na regiao Neotropical por
infastar animais domesticos, principalmente bovinos, Em casos extremos, o quadro de infestacio
causado pelas larvas da mosca da bicheira pode levar & morte do hospedeiro, mas as
manifestaghes mais comuns sde abortos, reducdo na producdo de leite, peso e fertilidade. As
cicatrizes causadas pelas infestacdes também reduzem a gualidade do couro, causando sua
desvalorizagao no mercado intemacional & até mesmo sua inutilizagio. Os prejuizos econdmicos
causados por esta espécie sao ainda maiores; somados & reducdo direta da produtividade devido
as infeslagoes e mortes, estdo os custos da mao-de-obra e dos inseticidas envolvidos no manejo,
prafilaxia e tratameanto dos animais,

Us walores exatos do prejuizo causado pela C. hominivorax nos paises da América do Sul
nan 530 conhecidos. Estimativas baseadas no custo anual tedrico (quadro 2), indicam que custos
anuzis na América do Sul podem estar na ordem de 3.5 bilhdes de dblares anuais (Vargas-Teran
et ai., 2005, Tabela 1).

QUADRO 2. CUSTO ANUAL TEORICO DE INFESTAGOES POR C. hominivorax ;
Rawlings (1985), utilizando dados coletados de censos e partir de estudos econdmicos na

regidao do Caribe. estimou o custo anual com o monitoramento e tratamento de C. hominivorax
em US$ 4.76-10.71 por cabega de gado. Na auséncia de dados mais acurados e recentes, a
média de US$ 7.76 por animal por ano & utilizada como o custo anual tedrico da €

hominivarax.

Tabela 1. Estimablivas de perda anucal causada por
infestacies de C. hominfvoraxs em paises da Ameérica do
Sul {adaptado de Vargas-Teran et al. (2005}

Pais USE [milhdes)
Brasil 1770
Argenting Gls
Coladmbia 2654
Uruguai 210
Vanezuela 199
Peru 187
Bolivia 152
Faraguai 103
Guyana 3
Suriname 1
Equador 017
Guyana Francesa 1&
Chile* 0

* O Chile & declarado coma um pails  livee de
U E T T = Y
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1.2 DISTRIBUICAD HISTORICA E ATUAL: 70 ANOS DE SIT

Originalmente a distribuicio geografica da mosca da bicheira estendia-se do Sul dos Estados

Unidos até o norte da Argenting e Uruguai (Hall & Wall, 1995, Fig. 2) O pgrande prejuizo
economice causado por esta espécie ao longo de toda a sua distribuigdo e sua biologia peculiar
motivaram iniciativas envolvendo a esterilizagao de machos @ a implementagao de um programa
de erradicacao atraves da liberacho de insetos estéreis (51T, quadro 3).

Em 1958 foi iniciads o programa de erradicagdo de O hominivorax dos Estados Unidas, O
pais foi declarado livre de casos de C. hominivorax em 1966, Aos Estados Unidos, seguiram-se oS
programas no México (erradicagao declarada em 1991). Belize e Guatemala (1994), El Salvador
{1995), Honduras (1998), Nicaragua (1999), Costa Rica (2000} & Panama (2001). Neste Gltimo
pais, uma barrgira permanente estd sendo mantida atraves da liberagao de insetos estéreis na
¢divisa com a Colombia para impedir a recolonizagio por moscas advindas da America do Sul. O
histarice de eradicacio da C hominivorax estd detalhado em diversas revisdes e relatos
histéricos (Klassen & Curtis, 2005; Baumhover, 2002; Wyss, 2000; Krafsur, 1998),

QUADRO 3. SIT - TECNICA DO INSETO ESTERIL
A técnica do inseto esténl (SIT, do inglés “Sterile Insect Technigue™) foi idealizada por

E. F. Knipling, hé quase 70 anos, em 1937. Sua idéia inicial era de que a liberagdo no campo
de um grande nomero de machos estéreis durante varias geragdes sucessivas poderia levar a
uma supressao na densidade populacional da mosca da bicheira (Knipling, 1255} A maior
limitagdn na época era a indugao da esterilidade nas moscas, o que foi contornado em 18950,
quanda H. 1. Muller descreveu gue a exposicio de moscas da especie Drosaghila melanogasier
a altas doses de raios-x induzia a ocorréncia de mutagdes letais na linhagem germinativa
(Muller, 1950}, Quando machos expostos & radiacae eram cruzados com fémeas nac expostas,
mutaces na linhagem germinativa destes machos preveniam o desenvolvimento de embrices.
Esta nova possibilidade abriu o caminho para diversos lestes em C. hominivorax que
culminaram, em 1954, na primeira liberagéo em massa de machos esterilizados por rediagao
na ilha de Curacao (Baunhover et al., 1955}, D sucesso imediato da lécnica (em apenas 14
semanas nao fol mais verificada nenhuma oviposicdo de ovos viaveis) provou sua eficdcia e
permitiu sua aplicagao em diversos programas de erradicagao ja concluidos e alguns ainda em

andamento.

Em 1988, foram registrados diversos casos de C, hominivaras na Libia. O medo de gue a
praga pudesse se dispersar pelo continente Africane motivou a imponacae de moscas estereis do
México @ sua liberacao ja em 1989 A estratégia foi muito bem sucedida uma vez gue samente

seis infestacoes foram registradas em 1991 (Klassen & Curtis, 2005; Lindquist et af., 1993),
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representands uma redugas dramatica gquando comparadoe aos 12000 casos de 1990, &
erradicagao foi declarada na Likia em 1992 (Myers et al., 1998; Krafsur & Lindquist, 1996),
Frogramas de erradicacdo estao sendo condusidas no Panama e Jamaica e estuda-se 3
possibilidade de sua implementagao nas outras ilhas do Canbe & na América do Sul (JAEA, 19949),
A distribuigao atual de C. haminivorax compreende uma parte da regido do Caribe (Cuba,
Republica Dominicana, Haiti. Jamaica, Trinidad e Tobago) & toda a América do Sul, com excecio

tdo Chile (Wyss & Galvin, 1996, Fig. 2.

B ajual detribucia de C. hominivaray
[0 Areas lres de & hanwmvors atraeas do SIT
B Libia - Infroducan em 1988 @ arradicaco em 1991

Figura 2. Distribulodo histdrica e atual de C. hominivorax

Devido ao alto custo associado ao SIT, a principal forma de contrale de C. haminivorax em
sua atual distribuican geografica @ realizada através da aplicacao de inseticidas, principalmente
o5 organofosforados. Embora estes produtos tenham sido empregados extensivamente no
controle de muitas miiases. ha sérias consequencias relacionadas a sua aplicacdo devido aos
nscos de gerar efeitos 1oxicos para 0s animais, provocar seiecdo de parasitas resistentes, deixar
residucs na carne & no leite e de polulr 0 ambiente, Neste sentido, & interessante informar que
foi realizado paralelamente um estudo visando caracterizar um gene possivelmente relacionado a
resisténcia a inseticidas organofosforados em C. hominivarax,

0 objetivo desse estudo (Assis et al, 2006, anexo 1), foi verficar a presenca em
C. hominivorax de uma mutagdo pontual descrita no gene Lea? para L. cupring (Diptera;
Calliphoridae) responsavel por converter a atividade tipica carboxilesterase da enzima esterase
(E3)} para uma atividade hidrolase de organofosfatos, tornando o arganismo resistente aos
inseticidas organofosforades. Com a amplificacéo e o seglenciamento de parte do gene om
C. haminivorax foram verificadas as mesmas substituigbes de nucleotideos encontradas no Lea7

{em L. cuprina). Esta porgdo do gene contém o sitio de substituicdo Glv137/Asp, o que permitiu a

5
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identificacdo de individuos mutantes para este gene e permitiu verificar, em uma abordagem
preliminar, gue alelos contendo esta mutagdo apresentam-se bem distribuidos em diferentes
populacbes geograficas de C. hominivorax.

Uma vez confirmada se também hé em C. hominivorax uma relagdo direta entre a
mutacdo e a resisténcia a inseticidas, ficard evidente que a forma de controle utilizada
atualmente ndo é eficiente, e fornecera subsidios para utilizagdo de formas mais adequadas de
controle como SIT.

A importancia da C. hominivorax come uma praga da pecudria € sua capacidade de
disperséo e adaptagdo, justificam um continuo investimento em seu monitoramento, tratamento
e controle, sendo para tanto, de extrema importancia a realizagdo de estudos basicos em
ecologia e genética. Além disso, seu “status” como espécie modelo de um programa de controle
pem sucedido motiva estudos para se evidenciar padrdes biolégicos comparaveis a outras
espécies-praga. Dentre estes estudos, esta a analise da variabilidade genética e da estrutura de

populagdes naturais através de marcadores moleculares como 0s microssatélites.

1.3 MARCADORES MICROSSATELITES

A variabilidade genética pode ser acessada através do uso de vérios métodos como estudos de

variacdo morfolégica e comportamental e métodos envolvendo acidos nucléicos e proteinas. Com
o desenvolvimento de técnicas de eletroforese, e a andlise de variagao de proteinas, ocorreu um
grande avango no estudo da genética de populacgdes.

Na Uitima década, houve um rapido desenvolvimento de técnicas moleculares como a
utilizagdo de métodos de extragdo, digestdo com endonucleases de restricio, amplificagéo e
seqlienciamento de DNA, o que permitiu a utilizagdo de marcadores genéticos com diferentes
modos de heranga para estudar a estrutura genética de populagoes de uma espécie.

Dentre os marcadores mais utilizados podem ser destacados: (1) andlise de isozimas; (2)
RFLPs (“Restriction Fragment Length Polymorfisms™) nucleares e mitocondriais, (3) RAPDs
(“Random Amplified Polymorphic DNA"), (4) Polimorfismos de sequéncia nucleotidica dentro de
genes de copia Unica através de seglenciamenio e (5) VNTRs (“Variable Number Tandem
Repeats”), como minisatélites e microssatélites (revisdo em Parker et al., 1998 e em Sunnucks,
2000).

As VNTRs, especialmente os microssatélites, vém sendo amplamente utilizados em
genética de populacdes. Eles foram descobertos no genoma de eucariotos ha aproximadamente
25 anos, sendo entdo considerados como seqléncias sem nenhum interesse especial. No final
da década de 80, com o advento da técnica de PCR, eles passaram a ser extremamente (teis em
estudos de genética de populacbes (Jarne & tagoda, 1996).

Os microssatélites, também chamados de “Simple Sequence Repeats” (SSRs) ou “Short

Tandem Repeats” (STRs), sdo regifes de DNA possuindo normalmente de 20 a 100 pares de
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base de comprimento, sendo constituidos de pequenos segmentos de até 6 nucleotideos
repetidos em tandem. O polimorfismo entre diferentes alelos ocorre devido a variagbes no
nimero de unidades repetidas geradas por mutacdes gue, em microssatélites, ocorrem a uma
taxa muito maior que a registrada em DNA nao repetitivo (Quadro 5).

Algumas caracteristicas atribuem aos microssatélites vantagens sobre outros marcadores
dentre as quais podem ser destacadas: (1) os microssatélites sdo tipicamente codominantes e
multi-at€licos, com uma alta heterozigosidade esperada; (2) s&o altamente polimérficos e
especificos para um loco no genoma; (3) estdo densamente distribuidos no genoma de
eucariotos; (4) interpretagdo relativamente simples, podendo ser analisados por uma simplas
reacdo de PCR. Estas caracteristicas fazem dos microssatélites marcadores amplamente
empregados para determinar relacbes de parentesco, em investigagoes forenses, em estudos de
mapeamento e em genética de populagbes. (Jare & Lagoda, 1996; Chambers & MacAvoy,
2000).

Mesmo com todas as vantagens descritas, os microssatélites também apresentam
algumas limitagdes. Uma destas limitagdes deve-se ao fato de ndo existir um modelo de mutag&o
anico e amplamente aceito. Desta forma, acabam existindo controvérsias com relacao a qual
modelo de mutagdo deve ser adotado.

O primeiro modelo de mutacio utilizado para estimar pardmetros populacionais a partir
de dados de microssatélites foi 0 modelo pré-existente baseado na interpretagdo da variagdo em
locos de alozimas. Em alozimas, a maioria das novas mutacgdes gera alefos distintos daqueles
previamente existentes através de seu padrdo de migracdo eletroforética. Neste maodelo,
chamado de IAM (“Infinite Allele Model”; Kimura & Crow, 1964), cada nova mutacgéo da origem a
um novo e distinto alelo. Alozimas, no entanto, evoluem a uma taxa relativamente baixa enguanio
microssatélites apresentam altas taxas de mutacgdo, estimadas entre 103 e 105 por geracao.

No caso de marcadores microssatélites, a maioria das mutacdes parece envoiver ganho
ou perda de uma unidade de repeticdo (Weber & Wong, 1993) e, conseqlentemente, estes
marcadores exibem uma alta taxa de homoplasia. Esta alta taxa pode levar a uma estimativa
reduzida da quantidade total de variagdo e distancia genética e uma estimativa aumentada das
similaridades entre populagtes. O SMM (“Stepwise Mutation Model”; Kimura & Ohta, 1978) tem
sido utilizado para simular esta situacio. Neste modelo, os alelos podem sofrer mutagdo através
do ganho ou perda de uma (nica unidade de repeticéo, podendo incorrer em homaoplasia. Estes
dois modeios, 0 IAM e 0 SMM, representam os extremos dos processos mutacionais que podem
estar envolvidos na evolugdo de marcadores microssatélites. No JAM ndo existe homoplasia,

enguanta que no SMM, uma alta taxa esta presente.
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QUADRO 4. PROCESSO DE MUTAGCAQ EM MICROSSATELITES

O processo mutacional subjacente & evolugdo em locos de microssatélites € controverso e
pouco compreendido. No modelo mais aceito, a maioria das alteragbes em locos de
microssatélites ocorre devido a erros de pareamento durante a replicagdo (Levinson & Gutman,
1987: Hancock, 1999 e Strauss, 1999). O processo se inicia quando, na replicagao, a DNA
polimerase se desliga do complexo de replicagdo, forcando a dissociagéo das duas fitas de
DNA. Para reiniciar a replicagao, as duas fitas devem ser re-associadas. Mutagdes séo geradas
quando a re-associagéo entre as fitas € incorreta, resultando em uma ou mais repetigoes nao
pareadas. Este erro leva a uma diminuigdo do comprimento dos microssatélites (quando as
repeticoes ndo pareadas estdo na fita molde) ou a um aumento (quando as repeticoes nao
pareadas estdo na fita nascente). Este tipo de erro & muito mais comum em regides de
microssatélites, pois as alcas geradas sdo muito mais estéveis nestes casos gque em regioes
nao-repetitivas. Isto ocorre porque o pareamento ndo € significativamente alterado quando

uma ou mais copias de uma repeticdo estdo em uma alga.
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Esquematizagdo do processo de muta¢do em regides de microssatélites. Adaptado de Eisen (1999).

Mudancas drasticas no nldmero de repeticoes, que ocorrem a uma taxa menor,
parecem ser causadas por outro fendmeno, a recombinagdo (“crossing-over”} desigual entre

cromossomos homalogos (Eisen, 1999; Hancock, 1999).
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Para tentar explicar melhor a variagdo observada em microssatélites constituidos por
repeticbes de dinucleotideos, Di Rienzo e colaboradores {1994) desenvolveram um modelo
baseado na teoria de coalescéncia, que prediz a variancia esperada no nimero de repeti¢des sob
diferentes processos mutacionais e histérias demogréaficas. Este modelo, o TPM (“Two Phase
Model”), incorpora 0 processo mutacional do SMM, mas permite a ocorréncia de mutacdes de
maior magnitude. A principal diferenga entre estes dois modelos, é que no TPM, uma mutagdo
ocorrida tem a probabilidade p de ser uma mutagio de uma unidade e a probabilidade de 1-p de
ser uma mutacao de mais de uma unidade. O modelo mais adequado, no entanto é altamente
dependente da natureza da repeticdo, como tamanho da unidade de repeticdo, tamanho da
sequéncia repetitiva & a presenga de interrupgdes na seqléncia repetitiva. Por exemplo,
repeticdes de dinuclectideos parecem seguir um modelo mais aproximado ao SMM, ne entanto, a
presenga de interrupgoes pode estabilizar a seqiéncia e levar a uma aproximacao ao modelo |1AM
(Shriver et al. 1993, Chung et al, 1993, Estoup et al., 1995).

Outros problemas que podem, potencialmente, afetar a andlise utilizando microssatéiites
sac os artefatos de técnica, incluindo alelos nulos, bandas fantasmas e a dificuldade de
amplificacao de alelos maiores (quadro 5). O pacote MICROCHECKER (Van Oosterhout et al.,

2003) pode ser utilizado para testar a ocorréncia destes trés tipos de artefatos nos dados.

QUADRO 5. ARTEFATOS DE TECNICA MAIS COMUNS EM MARCADORES MICROSSATELITES

1. Alelos Nulos: a ocorréncia de alelos nulos é geralmente causada devido ac acimulo de

substituigdes nas regides que flanqueiam as repeticdes, nos sitios de ligagdo dos
“primers”, levando a nao amplificacdo deste alelo (Callen et al., 1993; Paetkau &
Strobeck, 1995)

2. Bandas fantasmas: o aparecimento de bandas fantasmas & um artefato que ocorre
muito freqlientemente em ampilificagbes de repeticbes de dinucleotideos e ocorre
devido a erros de pareamento enire duas seqiiéncias complementares na sintese de
seqUéncias repetitivas durante a reagio (Hite et al, 1996). Estas bandas sdo
geralmente menores que os alelos verdadeiros (de comprimento n) por maltiplos de
dois nucleotideos (n-2, n-4,...), no caso de motivos de dinucleotideos, e, geralmente,

possuem menor intensidade que os alelos originais.

3. Dificuldade de amplificacdo de alelos maiores (“Large alfele dropout”): este artefato
resulta da amplificagdo preferencial do alelo menor em heterozigotos, e também é
chamado de domindncia do menor alelo (Wattier et al., 1998). Em geral alelos maiores
sao amplificados com menor eficiéncia que alelos menores. A utilizagdo de uma menor

estringéncia na reagéo de amplificagéo minimiza a ocorréncia deste artefato.
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Uma terceira limitacdo é a necessidade de se desenvolver marcadores microssatélites de
novo para cada nova espécie a ser estudada, o que pode ser uma tarefa cara e demorada, mas

indispensdvel na maioria dos ¢asos.

1.4 DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES

Os microssatélites podem ser amplificados através de PCR, usando-se um par de “primers”

construidos a partir de segiiéncias que flangueiam as repetigbes, o que implica na necessidade
de se conhecer estas seqUéncias para se desenhar os “primers”. Em organismos com
seqiienciamento completo ou em andamento, os microssatélites, assim como as regides que 0s
flanqueiam, podem ser caracterizados pela andlise das sequéncias disponiveis. Mas, para
caracterizagdo dos microssatélites em organismos com poucas informacdes disponiveis, &
necessario o isolamento de novo dos marcadores, uma tarefa trabalhosa que envolve a
clonagem, detecgdo dos mesmos em uma biblioteca gendmica e seqlenciamento (Jarne &
Lagoda, 1996).

Este problema pode ser contornado utilizando-se primers desenvolvidos para uma espécie
(espécie focal) para amplificar foco homdlogo em outras espécies (espécies ndo focais). Mesmo
fornecendo resultados satisfatérios para vérios estudos, em sua grande maioria entre grupos de
vertebrados (Primmer et al., 1996; Rico et af, 1996; FitzSimmans et al., 1995; Pépin et al., 1995;
Enge! et al., 1996 e Roed, 1998; Pang et al., 1999; Déka et al., 1994), a utilizagdo de “primers”
heterdlogos tem sua eficiéncia reduzida com aumento da distancia filogenética. Assim, um dado
loco pode ndo ser amylificado devido ao acimulo de substituicbes nas regides que flanqueiam as
repeticdes e, mesmo sendo amplificada, 0 microssatélite pode apresentar um menor grau ou nao
apresentar polimorfismo na espécie nao focal (Chambers & MacAvoy, 2000). Estas regides gue
flanqueiam as repetigbes, em geral, t8m uma taxa de evolugao semelhante a de introns,
indicando que elas podem ser consideradas seletivamente neutras (Brohede & Eilegren, 1999).
Isto contraria a idéia de que a ampiificacdo de locos entre taxa distantemente relacionados seja
uma conseqléncia de alguma forma de sele¢@o atuando sobre as regides flanqueadoras. Assim,
o sucesso da amplificacdo com “primers” heterdlogos depende da laxa de divergéncia
nucleotidica, o que varia consideravelmente entre os grupos taxondmicos. lsto impede, na
maioria dos casos, a utilizagdo de “primers” universais para locos de microssatélites, ou seja,
“primers” com uma ampla aplicagéo em um determinado grupo de espécies.

Do ponto de vista técnico, o isolamento e a caracterizagéo de regides microssatélites
sempre foi vista como uma tarefa trabalhosa que envolvia a clonagem e deteccao dos
microssatélites em uma biblioteca gendmica (Queller et al., 1893; Jarne & Lagoda, 1996; Parker,
et al, 1998). No entanto, com o crescimento do interesse em microssatélites, varias

metodologias mais eficientes para o isolamento e caracterizagéo destes marcadores vém sendo
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desenvolvidas. Técnicas simplificadas foram desenvolvidas para se reduzir o trabalho no
desenvolvimento destes marcadores {Chambers & MacAvoy, 2000; Zane et al., 2002).

A maioria destas técnicas envolve a construgdo de bibliotecas gendmicas enriquecidas
em regides de microssatélites, através da selecdo de fragmentos hibridizados a uma sonda
complementar a seqliéncia de microssatélites de interesse. Uma grande parte dos protocolos de
enriguecimento envolve a ligacdo de sondas marcadas com biotina a esferas magnéticas
recobertas por estreptavidina. Como biotina e estreptavidina possuem uma alta afinidade, forma-
se uma ligagao estavel, que permite a utilizagdo das sondas ligadas a esferas magnéticas para
selecionar fragmentos de interesse através da utilizagdo de um ima. Apés o passo de hibridizacéo
e varias lavagens para remover os fragmentos néo especificos, o DNA é eluido e recuperado
através de uma reag@o de PCR. Uma vez desenvolvidos, estes marcadores sfo ideais para

investigar questoes genético-evolutivas acerca de populagoes naturais.

1.5 GENETICA DE POPULACOES DE C. hominivorax

Membros de uma espécie raramente estéo distribuidos homogeneamente no espaco. As espécies

exibem alguma forma de estruturagdo geogréafica, ou seja, apresentam um padrdo ndo aleatdric
de distribuicdo dos individuos em populagbes. Neste contexto, pode-se definir uma populagdo
como sendo um grupo de individuos da mesma espécie que vive dentro de uma area geografica
restrita na qual cada membro & potencialmente capaz de acasalar com qualquer outro membro
desta mesma populagéo (Hartl & Clarck, 1997).

O conhecimento da estrutura de populagdes naturais de espécies pragas pode ser
utilizado para auxiliar programas como SIT, para o controle de populacdes no campo (Quadro 6).

Em C. hominivorax, os primeiros estudos genéticos visaram a caracterizagao das
mutacoes causadas peia exposigdo de pupas a radiagdio (Kauffman e Wasserman, 1957). Quase
20 anos depois, 0s estudos genéticos foram retomados através da utilizagio de isozimas para
caracterizar a variagao gerada pela irradiagéo de pupas. Posteriormente, Bush e Neck (1976)
identificaram variagbes em dois locos de enzimas relacionadas 3 produgdo de energia para o voo,
oaGPDH e PGM, ao analisar amostras da criagdo em massa de C. hominivorax.

Os estudos visando a caracterizagdo de populagdes naturais foram iniciados através de
analises cariotipicas, morfoldgicas e de compatihitidade sexual por McInnis (1981), Richardson et
al. (1982a, 1982b) e Azeredo-Espin (1987). Nestes estudos, foi encontrada uma grande
variabilidade intra e interpopulacional na espécie C. hominivorax. Dev et al. (1986) através da
analise citologica de cromossomos politénicos de amostras de C. hominivorax provenientes de 10
diferentes localidades (nove no México e uma na Jamaica), ndo identificaram populacoes

reprodutivamente isoladas.
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No final da década de 80, marcadores moleculares comegaram a ser utilizados para
descrever a variabilidade genética e estrutura de populacbes naturais de C. hominivorax
(Tabela 2}.

QUADRO 8, POR QUE ESTUDAR GENETICA DE POPULAGGOES DE ESPECIES-PRAGA?

e A existéncia ou ndo de populacdes reprodutivamente isoladas: este € um dos principais
guestionamentos que t8m sido feitos com relacdo & estrutura de populages de
C. hominivarax. Barreiras reprodutivas geneticamente determinadas entre moscas estéreis
liberadas e moscas nativas poderiam determinar o fracasso da técnica
(Krafsur & Whitten, 1993);

e Predicdo da taxa de dispersdo de moscas entre as populagées: taxas de fluxo génico entre
as populagdes podem ser utilizadas para se estimar, indiretamente, as taxas de re-invasao
de areas das quais a espécie ja foi erradicada, taxas de invasdo de novas areas, ou ainda

prever dispersdo de genes que conferem resisténcia a inseticidas (Krafsur, 2005);

» Predicdo da rota de fluxo génico: provaveis fontes de re-introdugdes ou de introdugdes a
novas areas podem ser examinadas e, em muitos casos determinadas, permitindo a
criacdo de embargos a importagdes de dreas de risco. (Bonizzoni et af., 2001; Meixner et
al., 2002). O estudo da rota de fluxo génico também € importante na determinagac das

unidades de manejo para controle e da localizagdo das barreiras anti-recolonizagao.

= Controle de qualidade em biofabricas: o monitoramento da variabilidade nas linhagens
mantidas em biofabricas para esterilizacdo e liberagdo poderia levar a uma melhoria no
desempenho das linhagens liberadas (Whitten, 1980; Norris et al., 2001).

Inicialmente, perfis de restrigio do DNA mitocondrial (DNAmt) foram utilizados para
analisar populacdes geogréficas de C. hominivorax dos Estados Unidos, México, Costa Rica,
Guatemala e Jamaica (Roerhdanz & Jonhson, 1988; Roerhdanz, 1989). Foi encontrada uma alta
variabilidade e uma estruturacdo populacional significativa e um reduzido fluxo génico
principalmente entre as amostras continentais e as amostras da ilha da Jamaica.

Krafsur e Whitten (1993} utilizando trés locos polimérficos de isozimas, nao encontraram
diferenciagdo populacional em 11 amostras geograficas do Meéxico, concluindo que
C. hominivorax constitui uma Gnica populacdo panmitica. Um alto nivel de fluxe génico também
foi encontrado para C. hominivorax de diferentes localidades da Costa Rica indicando a auséncia
de estruturacdo genética (Taylor & Peterson, 1994). Resultados concordantes foram obtidos na
comparagao entre as amostras anteriormente analisadas do México, Costa Rica com amostras

coletadas no Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul (Taylor et al, 1998). Os resultados indicaram que
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nao havia nenhuma evidéncia de estruturagéo populacional e a hipétese formulada foi gue havia
uma alta taxa de fluxo génico entre as populagbes.

Por outro lado, a andlise do DNAmt de populagbes geograficas de C. hominivorax do Brasil
revelou uma alta variabilidade intra e interpopulacional de gendtipos mitocondriais
(Azeredo-Espin, 1993; Infante-Vargas, 1994). Estudos com RFLP, RAPD e |sozimas, indicaram que
as amostras de C. hominivorax analisadas apresentam aitos indices de variabilidade e de
diferenciacao genética, indicando estruturacio de populagtes e reduzido fluxo génico {Infante-
Vargas & Azeredo-Espin, 1995; Infante-Malachias et al., 1999; Infante-Malachias, 1999).

Em um estudo mais recente, feito em amostras provenientes de sete localidades no
Uruguai (Lyra et al, 2005), ndo foi detectada diferenciagdo populacional, fato atribuido a
auséncia de barreiras geograficas no Uruguai e ao transporte passivo das larvas através do

transporte do hospedeiro.

Tabela 2. Estudos realizados com marcadores moleculares para a caracterizaco da variabilidade
genética e estrutura de populagdes naturais de C. hominivorax
Estruturagdo das

Localidade Populagdes Marcador Utllizado Referéncia

Estados Unidos, México, Jamaica RFLP do DNAmt

(6 iocalidades) Moderada (15 endonucleases) Roerhdanz e Johnson, 1988

Estados Unidos, México, Costa Rica RFLP do DNAmMt

€ Guatemala (30 localidades) Moderada {11 endonucleases) Roerhdanz, 1989

México (11 localidades) Baixa '(ZOIZO' 2:)‘:5} Krafsur e Whiten, 1993

Costa Rica (5 localidades) Baixa (Ii-‘,lozllon;::) Taylor e Peterson, 1994

Brasil {2 localidades) Baixa :sgolz(;gass) Taylor et 21.,1996

Brasil {4 locaiidades) Alta RFLP do DNAmt Infante-Vargas e Azeredo-Fspin, 1995
{4 endonucleases)

Brasil (& localidades) e Argentina Moderada ,BA.PD M Infante-Malaquias et &1.,1996

{12 “primers”)
Brasil {4 localidades) Alta (fgzlggg:} Infante-Malaquias, 1992
Uruguai (7 localidades) Sem estruturagéo PCIT-erF;.gPiﬁn;;Ii'JNA Lyra et af., 2005

Os diversos resultados obtidos pelos estudos anteriores em populagoes naturais de
C. hominivorax podem parecer contrastantes em um primeiro momento, mas pode-se tentar
inferir um padrdo para a distribuicdo da variabilidade genética nesta espécie. De maneira geral,
os resultados indicaram uma baixa ou moderada estruturagdo genética nas regides que
constituem os extremos da distribuicdo desta espécie e uma alta estruturagao na regido central.
Estas observacbes poderiam indicar um padrao de distribuicdo centro-periferia de variabilidade
geneética. As populagdes centrais do Brasil, tido como o centro de origem de C. hominivorax
(Infante-Malachias, 1999), seriam mais antigas e apresentariam um padrio de diferenciagao
histdrico. As populagdes nos extremos da distribui¢cao constituiriam colonizagdes recentes e, por

isso, apresentariam a baixa estruturagdio observada. Neste cendrio, haveria uma estruturagao
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populacional seguindo o maodelo de isolamento por distdncia e as populagbes periféricas
tenderiam a apresentar uma reduzida variabilidade genética com relagdo & sua distribuigao
central. Esta comparagao foi dificultada pela heterogeneidade nos estudos anteriores, devido a

grande diversidade de marcadores e indices empregados para estimar a variabilidade genética.

ErCaCag CaCeCiBatrlrEAlACi CACAEACAGACRD, CAChCELACACACHCACAGACACEC+ CACACACACACACICACAGALABECACAL  CALAGADACAEAL 21



OBJETIVOS

O objetivo gerai do projeto de tese foi determinar a variabilidade genética e quantificar o
grau de estruturagao genética entre populagdes geogréaficas de C. hominivorax da América do Sul
utilizando marcadores microssatélites, testando a hipdtese de distribuigdo centro-periferia da
variabilidade genética. Neste cendrio, haveria uma estruturacéo popuiacional seguindo o modelo
de isolamento por distancia e as populagdes periféricas tenderiam a apresentar uma reduzida
variabilidade genética com relagdo a sua distribuigio central. Para testar esta hipétese inicial, foi
proposto o estudo populacional ao longo da distribuicdo geografica de C. hominivorax na América

do Sul empregando uma nova classe de marcador molecular, os microssatélites.

Objetivos especificos:

DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES
Construgéo de bibliotecas enriquecidas em motivos de microssatélites;
isolamento e caracterizagao de marcadores microssatéfites;
Avaliagdo do potencial dos locos isolados em detectar variabilidade em populacdes
naturais de C. hominivorax;
4. Avaliagdo preliminar do potencial dos “primers” descritos na ampiificacdo de locos

ortologos em outras espécies da familia Calliphoridae.

CARACTERIZACAO DA VARIABILIDADE GENETICA E ESTRUTURA DE POPULAGOES

Analise de populacdes geogréficas de C. hominivorax do Uruguai;

Estudo da variabilidade genética e estruturagdo espacial e temporal de popwacdes
geograficas de C. hominivorax do Uruguai;

7. Analise de populagdes geograficas de C. hominivorax do Brasil e Venezuela.



Parte

“Qualgquer coisa mais complicada que

uma chave de fenda (uma maquina de PCR?)

possui alma e é inerentemente diabélica.”™

Zimmerman, 20th century
(Galice Guillaume Hoarau)

DESENVOLVIMENTO DE
MARCADORES MICROSSATELITES



CAPITULO 1

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE MARCADORES MICROSSATELITES (AC)n

Tatiana Teixeira Torres, Rosana Pereira Vianello Brondani, José Eduardo Garcia
& Ana Maria Lima de Azeredo-Espin

Este primeiro capitulo trata do desenvolvimento de marcadores microssatélites para a
espécie C. hominivorax. Foi utilizado um protocolo genérico e eficiente para a producdo de uma
biblioteca enriquecida em microssatélites, a partir da gual foram isolados dez marcadores

microssatélites polimorficos.

2.1.1 METODOLOGIA DETALHADA

2.1.1.1 CONSTRUGAO DA BIBLIOTECA ENRIQUECIDA EM MICROSSATELITES

Extracdo e Digestdo do DNA Gendmico
A biblioteca genémica enriquecida com regides microssatélites foi obtida como descrito por White
e Powell (1997) e otimizado por Brondani &t al. {1998).

O DNA gendmico fol isolado a partir de oito pupas de C. hominivorax provenientes de
Goi&nia, GO mantidas em criagdo no laboratdrio de Genética Animal, Unicamp, utilizando o kit de
extracdo de DNA PUREGENE™ (Gentra Systems), com base no protocolo fornecido pelo
fabricante. Apds eletroforese das amostras extraidas em gel de agarose 1%, a quantificagdo do
DNA foi feita utilizando-se o Sistema Kodak de Documentagdo e Analise de Eletroforese (EDAS)
290. O DNA foi precipitado com etanol e acetato de sédio e ressuspendido em um menor volume
de TE (10 mM de Tris-HCI, pH 7,4 e 1 mM EDTA pH 8,0) suficiente para que a concentrac¢ao final
fosse de 1 pg/ul. Este DNA foi digerido com trés enzimas de restricgo, Mse |, Tsp 509 | e Saul3A |,
de acordo com as especificagdes do fabricante (New England Biolabs), para a escolha da enzima
que gerasse a maior quantidade de fragmentos no intervalo de 200 a 800 pares de base.

Aproximadamente 60 ug do DNA gendmico foram digeridos com & enzima Sau3A |. Foram
utilizados 4 U da enzima para digerir cada 1 ug de DNA. A reagao de restricdo foi mantida a 37°C

g, apds 16 horas, foi interrompida através da incubagdo a 65°C por 15 minutos.

Selecdo e recuperacdo dos Fragmentos de 200 a 800pb

Todo o produto de digestdo (aproximadamente 300 pl) foi submetido & eletroforese em gel de
agarose 2 %. O corte do gel na regido desejada foi direcionado pelo uso de marcadores de peso
motecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen) e ®X174/Hae Ill fragments (Invitrogen). Uma amostra do
produto da digestéo foi aplicada na canaleta adjacente aos padroes. As regides do gel contendo

0s marcadores de peso molecular foram cortadas e coradas com Brometo de etideo e, com o
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auxilio do transiluminador de luz ultravioleta, fragmentos de tamanho variando entre 200 e
800 pb foram cortados do gel utilizando um bisturi.

Os fragmentos cortados do gel foram distribuidos em tubos Eppendorf de 1,5 ml e 0 DNA
foi recuperado utitizando QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Este DNA foi eluido com 90 pi de

agua milliQ estéril.

Ligagdo dos Adaptadores

Aos fragmentos obtidos, foram ligados adaptadores com uma extremidade complementar ao sitio
de restricdo da enzima Sau3A | (Tabela 3). Para o preparo dos adaptadores foram adicionados
80 pli de cada um dos oligonucleotideos na concentragao de 500 uM e 40 pl de TE contendo
0,1 M de NaCl. A solugéo foi incubada por 15 minutos a 65°C, sendo mantida posteriormente por

duas horas a temperatura ambiente e finaimente armazenada a 4°C.

Tabela 3. Seqiiéncias dos adaptadores “LongSau” e “ShortSau” e do “PrimerSau”. O
sitio da enzima de restrigdo EcoR | estd indicado em negrito.

Nome Seqléncia

“LongSau” 5" P-GAT CGG TGAATT CGG CTCTAGGCTG 37
“ShortSau” 5' CAG CCT AGA GCC GAATTCACC 37
“PrimerSau” 5' CAG CCTAGA GCCGAATTICACC GATC 3~

Os adaptadores foram ligados aos fragmentos com a enzima T4-ligase (Amershan
Pharmacia Biotech) de acordo com as especificacdes do fabricante. Foram utilizagos 800

picomoles de adaptadores para ligacdo a 10 pg de DNA digerido. A reagao de ligagdo ocorreu a
129C por 16 horas. '

Selecao dos fragmentos ricos em repeticdes AC
Inicialmente, para permitir a ligagdo as esferas magnetizadas, a sonda (GT)is, utilizada no
processo de enriquecimento da biblioteca, foi marcada. Foram utilizados 2 ul do oligo (GT)1s
(100 picomoles/ul), 8w do tampéo da Terminal Transferase (5X), 2 pl de Biotina 16dUTP {1 mM),
4 nl de Terminal Transferase (Amershan Pharmacia Biotech) e 24 pl de H20 milliQ estéril. Estes
reagentes foram incubados a 37°C por 30 minutos. A reac¢do foi interrompida com 4 pl de solugao
de EDTA 0,5 M pH 8,0. Apds a interrupcgéo, as sondas foram precipitadas com 2,5 volumes de
etanol absoluto a -20°C por 16 horas. A lavagem com etanol 70 % foi feita por duas vezes
seguidas por centrifugacdo de 10 minutos a 12000 g. As sondas foram ressuspendidas em 30 ul
de H20 milliQ autoclavada.

A selecdo dos fragmentos foi realizada através da hibridizagdo do DNA digerido com a

sonda (TG)1s marcada e ligada a streptavidina impregnada em esferas magnetizadas (Dynal). As
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esferas magnetizadas foram atraidas por um im& posicionado lateralmente ao tubo em um
suporte (Dynal).

As esferas foram lavadas segundo recomendacdes do fabricante, ressuspendidas em 2X
SSPE + 0,2 % SDS pré-aguecido a 65°C e entéo incubadas com a sonda marcada. A esta solucao
foram adicionados 10 pg dos fragmentos (ja ligados aos adaptadores) previamente desnaturados
(10 min a 95°C) para hibridizacdo a 65°C por 1 h e 30 min. Apds a hibridizacdo foram realizadas
trés lavagens com SSPE 2 X + 0.1 % SDS, sendo que a Gltima foi realizada a 65°C. A (ltima
lavagem foi seguida de um enxdgiie com SSPE 2 X. O sobrenadante resultante de cada uma das
lavagens foi coletado enguanto as esferas ligadas aos fragmentos de interesse permaneceram
atraidas ao im3. Apds a guarta lavagem, o complexo formado pelo DNA, sonda e esferas foi
ressuspendido em 200 ut de agua milliQ autoclavada.

Para confirmar a eficiéncia do enriquecimento cada uma das lavagens coletadas foi
submetida a uma reagdo de amplificagdo utilizando o “primer” complementar a seqiiéncia dos
adaptadores. Uma diluigdo {1: 1000} do DNA ligado aos adaptadores também foi utilizada como
amostra na rea¢ao servindo como um controle positivo. A PCR foi realizada com um volume final
de 25 pb utilizando o termociclador PTC-200 (MJ Research, Inc.). Foram  utilizadas
concentracoes finais dos reagentes: 1,0 U de enzima, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCio,
1 pM do adaptador “Short” e 2 pl de cada uma das lavagens. Esta reacdo foi submetida a uma
etapa inicial de desnaturagdo a 95°C per 2 min (1 ciclo), seguida de 25 ciclos de 94°C por 45 s,
56°C por 45 s e 72°C por 2 min. Um passo prolongado de extensdo de 72¢C por 7 min foi
adicionado apés o Ultimo ciclo.

O procedimento de “Southern blot” foi realizado de acordo com o protocolo descrito em
Sambrook et al. (1989), para posterior hibridizagdo do DNA transferido para membrana com a
sonda complementar a repeticdo AC. O gel foi lavado em 250 ml de solugédo desnaturante (0,5 M
de NaOH e 1,5 M de NaCl} por uma hora, transferido para 250 mi de solugdo de neutralizagéo
(1 M de Tris-HCI pH 7.4 e 1,5 M de NaCl) por duas horas. A transferéncia dos fragmentos do gel
para ¢ filtro de Nylon Hyhond N+ {Amershan Pharmacia Biotech) foi feita em 10X S5C (75 mM
NaCl, 7.5 mM Citrato de sodio, pH 7.0) por 16 horas. A membrana foi lavada em 6X SSC por
5 min a temperatura ambiente e incubada a 80°C em estufa por duas horas. O DNA nas
membranas foi hibridizado com sonda poli-AC marcada com Digoxigenina-11-ddUTP {(Roche). O
preparo das membranas, a pré-hibridizagao, a marcagéo da sonda, a hibridizagdo e as lavagens
para detecgdo, seguiram as recomendactes do kit de marcagdo e detecgdo (Roche). A reacdo de
deteccdo dos fragmentos foi realizada através da incubacgio da membrana no escuro com 10 mi
da solugéo de coloracao que consistia de 40 ul de NBT (Nitro Blue Tetrazolium), 35 pl de X-fosfato
e 10 ml de tampédo de detecgéo (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM NaCl e 10 mM MgCl2, pH9,5). O

precipitado foi formado apds 15 minutos de incubagéo.
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Clenagem dos fragmenitas em fago lambda Zap

Para gerar uma maior quantidade de DNA para a clonagem, os fragmentos selecionados foram
submetidos a uma PCR utilizando o “primer” complementar a seqiéncia dos adaptadores. Esta
reagdo foi realizada conforme descrito anteriormente para a confirmac¢ao do enriguecimento,
sendo que nesta segunda amplificagdo, somente @& solugdo contendo o complexo
DNA/oligo/esferas foi utilizada como molde para a reagao.

Os fragmentos foram entdo purificados utilizando o “QlAquick PCR Purification Kit”
(Qiagen) e digeridos com EcoR | (New England Biolabs) para gerar extremidades coesivas para
clonagem em fago Lambda Zap Il (Stratagene). Vinte nanogramas do DNA digerido com EcoR | e
purificado novamente com “QlAquick PCR Purification Kit” foram ligados a 1 ug do vetor (Figura 1)
em uma reacdo com 2 U de T4 DNA ligase e tampéo em um volume final de 5 pl. A reac¢éo foi
incubada por 5 horas a 25°C. Para 0 empacotamento do vetor foi utilizado o "Gigapack® Ill Gold
Packaging Extract” (Stratagene) de acordo com as especificagdes do fabricante. Para determinar
a titulacao, a biblioteca foi plaqueada em meio NZY agarose acrescido de X-gal e IPTG e utilizando
a linhagem de E. coli XL1-Blue MRF'. Placas de lise puderam ser vistas apds 16 horas de
incubacdo. Todo o processo de infecgdo das células hospedeiras e plagueamento da biblioteca foi

realizado de acordo com o protocolo que acompanha o kit de clonagem.

Selegdo dos clones positivos

As placas de lise foram transferidas para membranas de Nylon Hybond-N+ (Amershan Pharmacia
Biotech). As membranas foram entdo lavadas em uma solugdo desnaturante (0,5 M de NaOH e
1,5 M de NaC!) e entdo em uma solugao neutralizante (0,5 M de Tris-HCI pH 8.0 e 1,5 M de NaCl).
Para verificar a8 presenga dos clones positivos na biblioteca de Lambda Zap, o DNA nas
membranas foi hibridizado com sonda poli-AC marcada com Digoxigenina-11-ddUTP (Roche). Todo
o procedimento de marcagdo da sonda e deteccdo usando CSPD seguiu as recomendacdes do kit
de marcacéo e detecgdo luminescentie (Roche). As membranas foram expostas a filmes X-Omat
(Kodak) e os filmes foram revelados de acordo com o procedimento padrao. Os clones positivos
foram selecionados através da comparacdo da autoradiografia com as placas originais e
transferidos, utilizando ponteiras estéreis, para placas de 96 pocos contendo 500ul de tampao
SM (10 mM de NaCl, 8 mM de MgS04.7H20, 50 mM de Tris-HCI pH 7,4 & 0,01 % de gelatina

hidrotizada) e 20 pi de cloroférmio.

CACACHC AL A CACACAC R A aCACACACACACACACADLEAGCACALAC i CACACACACACACACACACAEALALANARACACACACACACACACALALREACREAE 2?



Selecdo dos insertos e seqienciamento

A presenca dos microssatélites, tamanho e sua posigdo dentro do inserto clonado foram

determinadas através da estratégia de PCR ancorada de cada um dos clones segundo

Rafalski et al. (1996). Este método garante que somente insertos que contenham microssatélites

sejam amplificados usande uma combinagao de “primers” (tabela 4) que se hibridizam tanto ao

sitio T3 e T7 (os sitios de hibridizacdo dos “primers” T3 e T7 estdo sendo mostrados na figura 3)

como a seqléncia de microssatélites presente no inserto.

Tabela 4. Combinagbes de “primers” utilizadas na PCR-ancorada,

#1

#2
#3
#4
#5

T3 (5- AAT TAACCC TCACTAAAG GG -3 e
T7 (5'- GTA ATA CGA CTC ACT ATAGGG C- 3"
T3 e “ACrepeat”

T7 e “GTrepeat”

T3 e “GTrepeat”

T7 e “ACrepeat”

A utilizagcdo dos “primers” T3 e T7 leva a amplificagdo do inserto inteiro. Qs “primers”

“ACrepeat” e “GTrepeat” hibridizam-se a seqUéncia repetitiva dentro do inserto. Estes “primers”

580 uma combinacado de dois oligonucleotideos degenerados na exiremidade 5', permitindo que

eles se ancorem em trés nucleotideos na regido flagueadora 3’ do microssatélite. Desta forma, o

“primer” “ACrepeat” é composto de:

(a) 5 - BDB CACACA CACACACACAC-3
(b) 5’ -DBD ACA CACACACACACACA-3

B = Qualquer nucleotideo, menos ‘A’

D = Qualquer nucleotideo, menos ‘'C’

Da mesma forma, o “primer” “GTrepeat” é composto de:

{a) 5’ - HVH TGT GTG TGT GTG TGT GT- 3'
(b) &’ -VHV GTG TGT GTG TGT GTG TG - 3'

H = Qualquer nucleotideo, menos ‘G’

V = Qualquer nucleotideo, menos ‘T’

Os resultados da PCR-ancorada foram analisados através de eletroforese em gel de

agarose 2% corado com Brometo de etideo.
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Figura 3. Sequéncia do sitio de poticlonagem do vetor de insergdc do fago Lambda Zapll mostrando
0s sitios de hibridizacdo dos primers T3 e T7.

Ap6s a selecdo dos clones, foi realizada a exciséo dos plasmidios por meio da co-infeccao
de E. cofi da linhagem XL1- Blue MRF’ com o fago auxiliar e o fago lambda de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante. Células SOLR infectadas foram plagueadas e o DNA
ptasmidial de cada clone foi isolado através de minipreparagéo por lise alcalina (Sambrook et al.,
198D e ressuspendido em 20 ul de H20 milliQ autoclavada.

As sequéncias dos insertos de cada um dos clones selecionados foram determinadas
através da analise em um seqienciador automatico ABI 377 utilizando o “Big Dye™ Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (ABI Prism™, Perkin Elmer) e 0s "primers” universais M13
(5" - GTA AAA CGA CGG CCA G - 3") ou M13 reverso (5’ - CAG GAA ACA GCT ATG AC - 3’). As reagOes
de seqlenciamento foram realizadas no termociclador PTC-200 {MJ Research, inc.) em um
volume final de 10 pL contendo 2 ulL de Big Dye, 2 uL de Tampao de Seguenciamento (200 mM
Tris, 5 mM MgClz, pH 9.0), 3,2 picomo! de “primer” e de 200 a 600 ng DNA. Esta reacao foi
submetida a uma etapa inicial de desnaturag¢éo a 95°C por 1 minuto &€ 30 s {1 ciclo), seguida de
40 ciclos de 94°C por 12 segundos, 50°C por 6 segundos e 60°C por 4 segundos. As reagoes

foram purificadas segundo recomendacodes do fabricante do “kit” de sequenciamento.

Analise das seqliéncias
Os cromatogramas produzidos pelo seqlenciador foram analisados através do programa
Chromas 2.21 (Technelysium Pty Ltd). A localizacao das repetigbes dentro das sequéncias foi
realizada manualmente.

Para evitar o desenho de pares de “primers” redundantes, ou seja, iniciadores que
amplificassem um mesmo loco, todas as seqliéncias obtidas foram alinhadas entre si. O
alinhamento foi realizado com © auxilio do programa de alinhamento multiple CLUSTAL X
{Thompson et al., 1997).

Pares de “primers” complementares as seqiéncias flangueando as repeti¢coes foram

desenvolvidos utilizando o programa PRIMER 3 (Rozen & Skaletsky, 1998). Para o desenho dos
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“primers”, alguns critérios foram adotados, como a escolha de “primers” com Tm entre 45 e 65°C,
com o maximo de 3°C de diferenga na Tm dos dois primers, conteldo de GC acima de 35% e
consistindo de sequéncias de 18 a 24 nucleotideos {Innis & Gelfand, 1990; Brondani et al.,
1998). Especialmente para amplificagdo de microssatélites um outro cuidade deve ser tomado ao
se consiruir “primers”. Visando facilitar a detecgdo do poftimorfismo, os “primers” foram
desenhados, sempre que possivel, de forma gue o produto de amplificagdo tenha no méximo 250
pb e minimo de 100 pb.

As seqUéncias dos locos polimérficos foram anotadas e submetidas ao GenBank, com o

auxilic da ferramenta Banklt (http://www.nchi.nim.nih.gov/Banklt/).

Amplificacdes iniciais, Visualizacdo dos Produtos de PCR e Interpretacio do Gel

Para cada par de “primers” desenhados, foram realizadas séries de amplificagdes visando
alcancar as melhores condigdes para a amplificagéo dos locos. Para as amplificagbes foi utilizada
a enzima “Taq DNA pofymerase” (Invitrogen) e as condigbes iniciais de amplificacdo foram
seguidas conforme especificagdes do fabricante e, a partir delas, padronizadas para cada loco,
variando a temperatura de hibridizagao e as concentraces de MgClz, DNA molde, dNTP e enzima.
Todas as reacgoes de amplificacéo foram reafizadas com um volume final de 13 uL e utilizando o
termociclador PTC-200 (MJ Research, Inc.) ou GeneAmp 9600 (Perkin Elmer).

Cada par de “primers”, ou seja, cada loco, foi testado utilizando-se seis amostras de DNA
extraidas de diferentes individuos de C. hominivorax. As amostras utilizadas para as
padronizacbes foram obtidas por ocasido de estudos realizados previamente com outros
marcadores moleculares (infante-Vargas & Azeredo-Espin, 1995; Infante-Maiachias, 1999;
Infante-Malachias et al., 1999) e foram mantidas a -20°C. Uma amostra do DNA plasmidial do
clone contendo o alelo seqlenciado do loco a ser testado, também foi utilizada nas amplificagées
como um conirole positivo. Um controle negativo com todos os reagentes, mas sem DNA molde,
foi usado para garantir que as reagoes estavam livres de contaminacéo.

Os produtos da amplificagdo via PCR foram separados através de mini-gel (dimensdes de
17,0x 14,7 cm e 1,5 mm de espessura) de poliacrilamida (concentragdo de 10 %) utilizado na
cuba modelo V-16 (Gibco-BRL} e a visualizacdo foi feita através da coloragdo com AgNOs
(Sanguinetti et al., 1994),

2.1.1.2 AVALIAGAO DO POLIMORFISMO DOS LOCOS CARACTERIZADOS

Extragao de DNA de C. hominivorax para a avaliagdo dos marcadores
Individuos de C. hominivorax de populagdes naturais coletadas em Goidnia (GO, Brasil), Colénia
(Uruguai), Banados de Medina (Uruguai) e Bargquisimeto (Venezuela) foram utilizadas para as

extragGes de DNA.
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A extracéo do DNA total de individuos de C. hominivorax foi realizada como descrito por
Infante-Vargas e Azeredo-Espin (1995). O precipitade final de DNA foi ressuspendido em T.E. com
volumes entre 50 e 200 wl, dependendo do estado de conservacio da amostra.

Foram utilizadas também amostras de DNA de individuos de C. hominivorax extraidas por
ocasido de estudos realizados previamente com outros marcadores moleculares (infante-Vargas
& Azeredo-Espin, 1995; Infante-Malachias, 1999; Infante-Malachias et al, 1999) e mantidas
congeladas a -20°C provenientes de Caraguatatuba (SP, Brasil), Amparg (SP, Brasil), Alfenas (MG,
Brasil), Poconé (MT, Brasil}, Morro do Chapéu (BA, Brasil) e Rafaela (Argentina).

Amplificacdes
Uma vez determinadas as melhores condicbes para a rea¢@o de amplificacdo de cada loco,
amostras de DNA extraidas de 30 individuos de C. hominivorax foram utilizadas para acessar o
contetido de informag¢io de cada um dos locos selecionados. Para esta etapa inicial de
caracterizacdo dos locos, a amostra foi constituida por trés individuos de cada uma das dez
jocalidades citadas acima.

As amplificagdes via PCR dos locos de microssatélites foram realizadas em reacdes com
um volume final de 13 pL contendo de 5 a 10 ng de DNA gendmico, 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50
mM KCI, 1,5 mM de MgClz, 0,5 mg/mL de BSA, 20 uM de cada dNTP, G,6 nM de cada primer e
1,0 unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen). As amplificagbes foram conduzidas nos
termocicladores PTC-200 (MJ Research, Inc.} ou GeneAmp 2600 (Perkin Elmer) empregando-se
um passo inicial de 3 minutos a 96°C, seguido por 35 ciclos, cada um consisiinde de 1 minuto a
940C, 1 minuto a temperatura de hibridizagao dos “primers” especifica para cada loco (Tabela 3)
e 1 minuto a 72°C, Estes ciclos foram seguidos por um passo extensdo final a 72°C durante 20

minutos.

Eletroforese
Os produtos de PCR foram visualizades através de eletroforese em gel de acrilamida
desnaturante e coloracio com prata. O preparo das placas e do gel de poliacrilamida (6%, 7M de
uréia} foi realizado como descrito por Creste et al. (2001).

Foram adicionados 2,0 uL de tampdo desnaturante (10 mM NaCH, 0,05 % xilenocianol
[p/v], 0,05 % azul de bromofenol [p/v] e 20 mM de EDTA em formamida) a 2,0 ulL de reagéo de
amplificacdo. As amostras foram desnaturadas por 3 minutos a 94°C e colocadas imediatamente
no gelo. Quatro microlitros de cada amostra foram aplicados no gel e a corrida eletroforética foi
realizada a 45 W por 60-90 minutos a b0-55°C no aparaio d'é sequenciamento modelo SA-32
(Gibco-BRL).
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Coloracdo com Prata
Para a visualizagdo dos produtos de PCR, 0os géis desnaturantes foram corades com prata
empregando-se o protocolo descrito por Creste et al. (2001). As placas de vidro foram separadas
e todo o procedimento de colorac@o foi realizado com o gel aderido & placa menor, com as
solugdes em bandejas de plastico em agitador automatico.

Apbs a coloragdo e secagem ao ar livre, o gel foi fotografado. A anélise dos produtos de
PCR foi realizada diretamente no gel seco. Os tamanhos dos alelos foram estimados através da
comparagdo com o tamanho do alelo clonado (controle positivo) e o padraoc de peso molecular,

Ladder 10 pb {Invifrogen).

Analise dos dados de microssatélites
Para cada loco foram estimados o tamanho médio dos produtos de PCR, a heterozigosidade
observada € a esperada. A heterozigosidade esperada ndo enviesada (Nei, 1978) foi calculada

através da seguinte formula:
H=n/(n-1) [1- (Za3)],

onde n € o nimero de alelos e qié a frequéncia do atelo i na populagéo.

Cada loco foi testado para verificar desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando
testes implementados no programa GENEPOP (Raymond & Rousset, 1995). Para o loco com
quatro alelos, um teste exato das proporgoes de Hardy-Weinberg foi realizado. Para os locos
restantes, uma estimativa ndo enviesada da probabilidade exata foi obtida usando o método de
cadeia de Markov ("Markov-chain™) (Guo & Thompson, 1992).

Amplificagdes heterdlogas

Os “primers” polimérficos desenvolvidos para C. hominivorax foram testados em espécies dentro
da mesma familia (Calliphoridae) para tentar amplificar possiveis locos homdlogos nestas
espécies.

Dois individuos de cada uma das espécies, Cochliomyia macelfaria, Chrysomya bezziana,
Chrysomya putoria e Lucilia cuprina, foram utilizados neste teste. O DNA genbmico foi extraido
com base ne protocolo de Infante-Vargas e Azeredg-Espin (1995). Para as amplificagbes via PCR
foram utilizadas as condigbes anteriormente padronizadas para cada foco, a excegdo da
temperatura de hibridizacao dos “primers”. Trés diferentes temperaturas foram testadas: 50, 54
e B8eC.

32 LA R AN AL O C N A LA G Ch DA A CACA CACACACACACAG S AL aE e Al AL ACALACALALACALALACACACADACACAC S CACACACACAC A EAE



2.1.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1.2.1 CONSTRUGAQ DA BIBLIOTECA ENRIQUECIDA EM MICROSSATELITES

A quantificagdo da exiracdo do DNA gendmico de oito pupas de C. hominivorax, indicou uma
concentragdo de aproximadamente 500 ng/ul. © DNA foi precipitado e ressuspendido com
metade do volume inicial para que a concentracao fosse de 1 pg/pl. A eluiche dos fragmentos
utilizando o QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) foi realizada com sucesso.

A ligacdo dos adaptadores foi importante para garantir que cada fragmento tivesse uma
terminacdo comum e conhecida. Além disso, eles continham um sitio de restricdo de EcoR |
importante no passo de clonagem. O oligonucleotideo “LongSau” possui na extremidade %,
quatro nucleotideos complementares ao sitio de restricdo de Sau3A |, enquanto a seqléncia de
“ShortSau” é exatamente complementar & seqiéncia de “LongSau”, exceto pela auséncia desta
extremidade coesiva. Inicialmente, os oligonucleotideos “LongSau” e “ShortSau” hibridizam-se,
formando um adaptador duplafita coniendo uma extremidade coesiva complementar ao sitio de
Sau3Al. Esta extremidade permite a ligagdo dos adaptadores aos fragmentos através da reacao
catalisada pela enzima DNA ligase. Assim, sac formados fragmentos de DNA com extremidades
abruptas e com sequéncias conhecidas para a hibridizaggo do “primer” (*PrimerSau™) nas
reacdes de PCR.

Nenhum estudo envolvendo a caracterizagdo ou a verificacdo da  freqUéncia de
microssatélites em C. hominivorax havia sido realizado previamente. Neste sentido, uma
biblioteca enriquecida para um dinucleotideo foi construida assumindo-se que repeticdes de
dinucieotideos sdo mais fregiientes no genoma que de tri- ou tetranucleotideos. Sendo assim
haveria uma maior chance de se clonar estas regides. Dentre os dinucleotideos, o motivo AC foi
escolhido, pois (AC)={GT) é a repeticdo mais abundante no genoma de artrdpodes (Thoren et al.,
1995; Hutter et al., 1998; Pascual et al., 2000; Toth et al., 2000 e Katti et al., 2001). Além disso,
evidéncias encontradas em Drosophila melanogaster indicam que dinucleotideos AC séo os que
apresentam a maior taxa de mutacédo (Bachtrog et al., 2000}, constituindo assim locos altamente
variaveis e de grande conteddo infarmativo para estudos populacionais.

Apds o processo de enriguecimento, os fragmentos selecionados foram amplificados por
PCR utilizando um “primer" complementar a seqiéncia dos adaptadores e ent&o purificados e
clonados em Lambda Zap Il. As placas de lise foram transferidas para membranas, as quais
foram hibridizadas com oligo (AChz marcado, o que permitiu, através da comparac@o da
autoradiografia com as placas originais, a selecao de 480 clones positivos.

Devido ao procedimento de enriqueciments, aproximadamente 50% dos clones obtidos
continham seqléncias de microssatélites. A metodologia de enriquecimento utilizada foi de
extrema importéncia, pois 0s métodos tradicionais de isolamento de microssatélites (a partir de

bibliotecas nio enriquecidas) mostram uma baixa eficiéncia e exigem uma maior quantidade de
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trabalho, especialmente em genomas com uma baixa frequéncia de microssatélites. A etapa de
enriquecimento vem sendo cada vez mais empregada tendo em vista 0 aumento da rapidez e
eficiéncia para ¢ isclamento de microssatélites (Zane et al., 2002).

Dos clenes selecionados através da hibridizacdo com a sonda especifica, 224 foram
analisados através da PCR-ancorada. Destes, apenas 130 (58 %) possuiam microssatétites,
sendo que 83 possuiam tamanho e posicdo adequados no vetor, mas somente 40 (30 %)
possuiam um microssatélite ndo redundante. A PCR-ancorada aumentou a freqléncia de
seqliéncias Uteis pois permitiu a identificagdo de clones falso-positivos e clones positivos cujo
microssatélite estava posicionado muito préximo do vetor, 0 que impediria a construcdo de
“primers”. Além disso, esta abordagem permitiu a identificacdo de clones redundanies. Este
grande namero de clones com insertos iguais pode ter sido uma conseqiiéncia da amplificagéo
dos fragmentos selecionados pelo enriguecimento antes da realizagdo da clenagem. Devido a
baixa freqiiéncia de microssatélites (teis clonados, a realizagdo da PCR-ancorada antes do
seqlenciamento foi uma etapa muito impeortante nesta metodologia, reduzindo os custos na

etapa de seqlienciamento.

2.1.2.2 ANALISE DAS SEQUENCIAS, DESENVOLVIMENTO E UTILIZAGAO DOS “PRIMERS”

As seqliéncias obtidas foram analisadas no programa Chromas, onde as regides de
microssatélites foram identificadas através da simples verificagdo dos cromatogramas. Como os
oligonucleotideos iniciadores, ou “primers” devem estar localizados em regifes ndo ambiguas da
segléncia e sem nenhum nucleatideo indeterminado, foi impertante verificar o cromatograma
para certificar-se da qualidade das seqgiiéncias. Esta analise permitiu a selegéo de 20 seqliéncias
para a construgao de “primers”.

Para evitar o desenho de pares de “primers” redundantes, ou seja, iniciadores que
amplificassem um mesmo loco, todas as seqléncias obtidas foram alinhadas entre si. O
alinhamento entre as 20 seqiéncias de microssatélites identificadas mosirou que os locos
descritos ndo eram complementares e/ou sobrepostos indicando que estes sdo adequados para
a finalidade proposta, ou seja, para andlise populacional.

A regido contendo a seqUéncia dnica foi utilizada para a construgdo dos “primers”
{oligonucleotideos iniciadores) para amplificacdc de cada loco em diferentes individuos. As
seqliéncias dos “primers” desenvolvidos e as informag¢des relacionadas estdo indicadas na
Tabela 5.

As melhores amplificagdes com o0s “primers” desenvolvidos foram atingidas com
concentragdes de aproximadamente 5 a 10 ng das amostras de DNA, 20 uM de cada dNTP, 300

nM de cada “primer” e 1 unidade de enzima.
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Durante as padronizacdes, mesmo apds varas lentativas, as amplificacoes dos locos
CHOE, CHOT, CH16 e CH18 nde produziram nenhum produte. Os locos CHO3, CHO4, CHOS e
CH13 apresentaram resultados ambiguos, sendo delectados produtos de amplificagoes
inespecificas cu nao reprodulivels, ou seja, o padrao de bandas apresentado nao se repetia apds
alteracdes sutis nas condigoes de amplificagdo. Para ndo gerar resultados duvidosos na
caracterizacio do polimorfisma, estes locos ndo foram utilizados nas etapas posteriores. A tabela
5 mostra as melhores temperaturas de hibridizagdo de “primers” padronizadas para cada loco,
assim como © tamanho esperado dos produtos de PCR, tendo como referéncia o tamanho do

alele clonado e segldenciado,

2.1.2.3 CARACTERIZACAC DO POLIMORFISMO DOS LOCOS DE MICROSSATELITES

Uma vez determinadaes as melhores condigbes para a reagao de amplificagdo de cada loco,
amostras de DNA extraidas de 30 individuos de C. hominivarax foram utilizadas para acessar o

canteddo de informagao de cada um dos 12 locos selecionadaos.

Tabela 5. Seqiéncia dos “primers” desenvolvidos, temperatura de hibridizagio do “primers” {T.| & tamanho
esperado dos produtos de PCH (Tam), baseado no tamanho do alelo clonado € sequentado

“Primer” Reverso Th

“Primer” Dirato Tams

Ll Mairve <ia repetgan 5 — 37 (5" =+ 37 #C}  (ph)
CHOL  (CAJ GCATTATACAGACTCAMCAC  GITTGTCTGGTTATMGETT  58°C 123
CHOZ  (CA)as TCTTATAGCGCATAGACACG  CATGAAGGCTGCTTGTATG  58C 130
CHOS  (ACas CAATCAACACAAACTCACS  CACOGTTAGTATCGCATG BEOC 156
CHOZ  {CARCG(CA) ACTATACCGGCCTCACAC  TTGTTGTTGTATGAGTGGTG S8 101
CH10 ::r:::&.mmmmh TGTGGOAMCATITCTTTTG  TTGGCAAMMAATGTICTCTG  56°C 185
CHIT  (CAks TTGCTGCAACATACTGGG  TAATTTGTTGGCGGCTTC s8eC 178
CHIZ %‘“&?EL%?EEE‘"‘GE ATGTCCATCACTICAAGCAC  TTTGCAGAGGAGTGAGCG  BEC 101
CHI4  (CAJ2C(CA) TGCTGTTGGGTGTTGTAG  TTATGATGACCTTCTCTACG  58C 186
CHIS  (CA)AAICA) ATCACAAGAGTAMACATTTC  TGTGTGTGTAAGACATGC 58 178
CHIT (CAMCTICABTAICA} CGCTACATGGATGGTGAG  CTGGAGGTGGAAATTGTG  58°C 166
CH1S  (CARCG(CA) TACAGCAGCGGGTCACAG  AGTACCGTCGCGCTGTTT  60C 151
CH20  (CAl ATCCATGTCCTACTCAGE  TGCATTTCAATTGCTTTC s8¢ 114

A interpretacao do gel, em alguns casos, foi dificultada devide & ocorréncia de bandas
fantasmas. O aparecimento de bandas f(antasmas & um artefato que ocorre muitd

freqientements em amplificagdes de repeticoes de dinucleotideos e ocorre devido a erros de
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pargamentc entre duas sequéncias complementares na sintese de segléncias repetitivas
durante a reacan de amplificacao via PCR [quadro 5},

A analise dos produtos de PCR foi realizada diretamente no gel seco, Os tamanhos dos
alelos foram estimados atraves da comparagio com o padrao de peso molecular. A condugao de
um controle positivo durante as reacies de amplificagdo foi de extrema importancia nesta etapa,
pais ele serviu de referéncia para a determinacio do tamanho do fragmento a ser amplificado (a
soma do namearn de pares de base do microssatélite, dos dais “primers” & das seqiéncias entre
eles). Comparando-se os alelos amplificados a partir dos diferentes individuos com o alelo
clonado de seqléncia conhacida, pode-se estimar o numeara de rapaticoes diferentes entre eles.

A foto de um gel esta sendo mostrada na figura 4 para exemplilicar o resultade obtido
apos a eletroforese dos produtos de PCR. Através de endlise das amplificacies dos dore locos em
30 individuos de C. hominivorax, foi verificado que os locos CH17 e CH19 apresentavam apenas
um alelo em todos os individuos. Estes locos foram considerados monamorficos e ndo foram
utilizados nas andlizes subseqientes. 0% gendlipos dos individuos para cada loco foram
determinados, agrupados em um arquive g este dado bruto foi utilizado para as analises no
programa GENEPOP.

pi
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Figura 4, |&] Andlise eletroforética em gel de poliacridamida des produtos de amplificacdo do
loco CHID em amostras de C homdinfvoras exemplificando a amplificacdo com as condicoes
ofimizadas, Meste gel podem ser vistas algumas bandas de intensidade mas Traca,
referentes as bandas fantasmas. L - Padrao de peso melecular, Ladder 10bp (Invitragen),
A - Amplificagao realizada com DMNA plasmidial do clone contendo a regiao de microssatélite
sequenciada, possuinde 165 pb controde positva). Colunas 1 a 24 - produtos de PCR
resuliantes da amplificacao do DNA extraido de individuos de C hominivorax. (Bl
Representagdo esquematica da imagem do gel mostrada em A, mostrando coma fiol
reahzada a leitura dos ganatipos; 0 representa o namern de repetiches do microssatelite de
sequencia e tamanho conhecidos, presente no controle positivo, A partir dele, e com o
ausilic do marcador de peso molecolar foram estimados o famanho & o nomero de
repetiches de cada alelo, aqui representados por (v + 2, 0 +1, 0.0 - 1 @ assim por dianta).
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Para cada loco foram estimados o tamanho médio dos produtos de PCR, a
heterozigosidade observada e a esperada sob o equilibrio de Hardy-Weinberg e o nimera médio
de alelos. Estes dados estdo sumarizados na tabela 6. O nimero de alelos, determinado através
da observacao direta dos géis, variou de quatro a oito, com uma média de 6,9 alelos por loco.

A heterozigosidade observada (Ho), determinada através da contagem direta dos
heterozigotos, variou de 0,3333 a 0,5862 e foi significativamente menor gue a heterozigosidade
esperada (He), que variou de 0,3831 a 0,8022 em sete dos dez locos analisados, indicando um
excesso de homozigotos.

Dentre os dez locos, sete apresentaram valores de P nos testes de equitibrio de
Hardy-Weinberg menores que 0,05, rejeitando a hipdtese nula de unido aleatéria dos gametas, ou
seja, estes sete locos mostraram um desvio significativo do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Quatro fatores podem causar a detecgéo de um excesso de homozigotos: (1) o loco pode
estar sendo selecionado; (2) a populacdo pode estar sob efeito de endocruzamento; (3) a
presenca de sub-gstruturagdo na populagae pode estar causando o efeito de Wahlund e/ou {(4) a
presenca de alelos nulos (quadro 5) pode ter levado a uma falsa observacac de um excesso de
homozigotos.

A inclusdo de individuos provenientes de um grande ndmero de localidades geograficas
no conjunto de dados foi adotada para aumentar a probabilidade da identificacdo de locos

polimérficos, Esta heterogeneidade da amostra analisada provavelmente causou os desvios do

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 6. Caracterizacao dos locos de microssatélites polimérficos isolados de C. hominivorax.

Genba_nk Allele size
Loco accession Na range (bp) Ho He P-valor

number
CHO1 AYAB52266 07 113-131 0.4000 0.3831 0,5156
CHO2 AYA62267 08 6290 0.3333 0.7294 0,0000%
CHOS AY462268 08 108-114 0.6129 0.6970 0,0123*
CHO9 AY462269 04 87-101 0.5862 0.5366 1
CHI0 AY462270 08 157-173 0.4074 Q.8022 0,0000*
CHi11 AY462271 06 128-150 0.6333 0.7548 0,0399*
CH12 AY4862272 08 6185 0.6667 0.7921 0,2328
CH14 AY462273 06 166-178 0.3448 0.7592 0,0000%
CH15 AY462274 o7 172-186 0.3548 0.7245 0,0001*
CH20 AYAB2275H o7 104-114 0.6552 0.7937 0,0035*

Nz = Nimero de alelos;

Ho = Heterozigosidade observada; He = Heterozigosidade esperada;

P = valor de P calculado através de testes exatos implementadoes no programa GENEPOP.
0 asterisco indica um desvio significativo (P < 0.05) do equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Os “primers” desenvolvidos para C. hominivorax foram testados em outras guatro
espécies da familia Caliiphoridae. Os resultados estdo mostrados na tabela 7. Este teste nio teve
o objetive de avaliar o potencial destes locos na analise populacional destas espécies, mas

apenas para tentar amplifica-los nestas espécies.

Tabela 7. Testes de amplificagdo em outras espécies da familia Calliphoridae utilizando “primers”
desenvolvidos para C. hominivorax. Trés temperaturas de hibridiza¢do dos “primers” foram testadas (50 °C,
540C, 58 °C), a melhor temperatura esta indicada entre paréntesis para cada espécie/loco.

Loco
Espécie CHO1 CHO2Z CHO5 CHO9  €H10 CHi1 CH1Z CHi4 CHI5  CHZ0
Cochliomyi Hari + - * * + + *
cchiiomyia maceliaria a0 (58C) (58C) T (B8%C) (500C) (58&C)
. + + + + +
Chrysomya bezziana (540C) - (549C) - - - (585C) (500C) (585C) -
i + + + + + _
Chrysomya putoria (54C)  ~  (54%C) " - T (B80) (BOC) (58°C)
. . + + + + + _
Lucilia cuprina (549C) - (540C) - - B {58°C} (50°C) (58°C)

+, Amplificagdo de produtos de PCR dentro do intervalo esperade (baseado nos alelos de C. hominivorax);
+, Fraca amplificacdo de produtos de PCR dentro do intervalo esperado;
-, Auséncia de produtos dentro do intervalo esperado ou amplificagdo de miltiplas bandas.

Mesmo apresentando limitacdes, a utilizagdo de “primers” heterdlogos, vem fornecendo
resultados satisfatdrios para varios estudos (FitzSimmons et al., 1995; Primmer et al., 1996; Rico
et al, 1996; Roed, 1998; Harr et al., 1998). Os locos que foram amplificados nas outras espécies
poderao ser utilizados futuramente em estudos populacionais apds o seqlenciamento dos alelos
e caracterizacdo do polimorfismo destes locos nestas espécies, poupando a tarefa trabalhosa e
dispendiosa que envolve a clonagem, deteccdo dos microssatélites em uma biblioteca gendmica
e posterior sequenciamento.

A metodologia utilizada mostrouse eficiente pars isolar dez marcadores microssatélites
poiimorficos a partir de uma biblioteca enriquecida e poderd ser aplicada em outras espécies,
assim como podera ser adaptada para todas as classes {(motivos) de microssatélites.

Os niveis de polimorfismo detectados nestes dez locos indicam que eles podem ser
utilizados para elucidar aspectos evolutivos como estruturacéo e fluxo génico nas areas de atual

distribuicdo e para monitorar a expansdo da C. hominivorax em novas areas.

2.1.3 ARTIGO

Artigo publicado no periddico “Molecular Ecology Notes”

Isolation and characterization of microsatellite markers in the
New World screw-worm Cochliomyia hominivorax (Diptera: Calliphoridae)

Torres, T.T., Brondani, R.P.V., Garcia, J.E. & Azeredo-Espin, A.M.L.
Molecular Ecology Notes, 4 (2): 182-184 (2004)
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Abstract

The new world screw-worm, Cochifontyia hominivorax, is one of the most important parasitic
insect pests. This species causes myiasis and, consequently, significant losses to livestock
industries in neotropical regions. As part of an investigation into the genefic variability and
population structure of the new world screw-worm, a set of 10 polymorphic microsatellite
markers was isolated from an AC-enriched genomic library. Amplification of the reported
loci in 30 screw-waorms revealed an average of 6.9 alleles per locus with expected hetero-
zygosities ranging from 0.3831 to 0.8022. Cross-species amplifications suggested that these
loci may be useful in other Calliphoridae species.

Kewwords: Calliphoridae, Coclitiotrtyia hominivorax, microsatellites, new world screw-worm
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The new world saew-worm (NWS), Cochiomyia hominivorax,
is onc of the most important parasitic insect pests that
causes invagive mylasis in warm-blooded vertebrates and
is responsible for important economic losses o livestock
rearing throughout the neotropics. The current distribution
of NWS includes part of the Caribbean and all South
America {except for Chile). This species has been success-
fully eradicated from North and most of Central America
by the sterile insect technique (Wyss & CGalvin 1996,
International Atomic Energy Agency 2000).

Due to the substantial economic losses caused by this
pest, an international effort has been invelved in a pro-
gramme to eradicate the NWS from endemic areas of
Central and South America and {o prevent invasions into
screw-wornm-free arcas. However, there have been specu-
lation and conflicting reports about the existence of nen-
interbreeding populations and their possible effects on the
control program (La Chance ef al. 1982). It is crucial to
identify such populations and to characterize the genetic

Correspondence: Tatiana Teixeira Torres. Fax: + 55(19)3788 1085;
E-mail: ttorres@umicarnp.br

variability of target populations in arder to maximize the
effectivencss of the eradication programme. As part of a
project to investigate the genetic variability and population
structure across the current geographical distribution of
the NWS, we have now isclated 10 polymorphic micro-
satellite loci from C. hominivorax.

A microsatellite-enriched library was obtained using
protocols previously described by Brondani ef al. (1998).
Genomic DNA was extracted from colony-bred pupae using
the PUREGENE™ DNA isolation kit (Gentra Systems)
according to the manufacturer’s instructions.

Approximately 50 pg of genomic DNA were digested
with Sau3A I and fragments in the range of 200-800 bp
were recovered after 2% agarose gel clectrophoresis using
the QlAquick gel extraction kit (Qiagen). These fragments
were ligated to oligonucleotide adapters at the Sau3A 1
restriction site. Fragments containing AC repeats were
selected by hybridization to biotinylated oligonucleotides
complementary to the repetitive sequence and were
recovered by magnetic beads linked to streptavidin.
Microsatellite-rich fragments were amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and cloned into phage Lambda Zap 11
(Stratagene).

© 2004 Blackwell Publishing Ltd
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The Lambda Zap ITDNA library was screened by lifting
plaques onto nylon membranes and hybridizing them to a
digoxigenin-labelled poly {dA-dC) probe, Microsatellite-
containing plaques were identified by antoradicgraphy.
The presence of the microsatellite and its position within
the cloned insert were determined by anchored PCR screen-
ing. Of 224 positive clones screened by anchored PCR, 130
had a microsatellite and, of these, 40 had a nonredundant
microsatellite of adequate size and position in the insert.

A Stratagenc in nivo excision protocol was used to obtain
efficient excision of the phagemid from the 40 anchored
PCR-selected clones. Plasmids from individual cclonies
were prepared and the sequence of the inserts was deter-
mined using the ABI Prism Terminator Cycle sequencing
kit and an ABI 377 automated sequencer (Applied Biosys-
tems). Primer pairs complementary to sequences flanking
the repeat element were designed to amplify the 20 unique
loci using PRIMER 3 software (Rozen & Skaletsky 2000).

A sample of 30 NWS specimens from locations across
South America was cxamined to assess the degree of poly-
morphism of the developed loci. Microsatellite amplifications
were done using a PT-200 thermal cycler (M] Researcly)
in 13-uL reactions containing 5-10 ng of DNA template,
10 mm Tris-HCl, pH 8.3, 50 my KC, 1.5 mst of MgClL, 0.5 mg /
mL of bovine serum albumin, 20 um of cach ANTP, (.6 nm
of each primer, and 1 U of Tag DNA polymerase (Invitrogen).
After an initial denaturing step of 3 min at 96 °C, 35 cycles
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were performed, each consisting of 1 min at 94 *C, 1 min
at the annealing temperature specific for each primer pair
(Table 1) and 1 min at 72 °C, followerd by a final extension
at 72 °C for 20 min. The PCR products were resolved on 6%
denaturing polyacrylamide gels and the alleles visualized
by silver nitrate staining,.

Twelve of the 20 loci were successfully amplified and
showed nondubious amplification patterns but two of
them were monomorphic. The number of alleles per locus,
the allele size range, the number and frequency of aileles,
and the observed and expected heterozygosities under
Hardy-Weinberg equilibrium were determined for each of
the 10 pelymorphic loci and are summarized in Table 1.

The number of alleles per locus ranged from four to
eight, with a mean of 6.9, and the expected heterozygos-
ities varied from 0.3831 to 0.8022. A significant deficit
in heterozygotes was recorded at seven of the 10 loci
(Table 1. Such deviations from Hardy-Weinberg equi-
librium probably resulted from the inclusion of several
different poputations in our sample set in order to increase
the probability of identifying polymorphic loci and /or due
to the presence of null alleles. The level of polymorphism
tor these 10 loci indicated that, in combination, they should
provide high resolution for assessing the fine-scale genetic
structure in NWS.

In addition to characterizing the variability of the 10 loci
in C. hominivorax, cross-amplifications were done to test

Table 1 Cenctic characterization of the polymerphic micresatellite loci isolaled from the new world screw-worm, Cochiiomyia Rominivorax

GenBank Repeal motiflin =~ Cloned allele Allele size

Locus  Accessfonno.  Privner sequence (5°-3) T,(°C) thecloned allele  size (bp) N, range(bp} H, H

CHUT  AY462266 F: GEATTATACAGRCTCRRACAT 58 123 7 1N3-1n 04000  0.3831
R: GTTTGTCTGETTATAAGCTT

CHO?  AY462267 F. TCTTATAGCGCATAGACACG 58 130 8 62-90 03333 0.7204%
R: CATGARGGCTGOTTGTATG

CHOT  AY462268 F: CAATCRACRCARACTCRCH b8 (AC)ye 156 & 108114 06125 0.69707
R: CACCCTTAGTATCGOATS

CHO%  AY462269 F: ACTATACCGECCTCACAC 56 {CA)CHCR), 101 4 87-101 0.5862  0.3366
R: TIGITGTTGCTATGAGTGETS

CHTY  AY462270 [ TETeECARCATTTCTTTTG 56 (CRI(CAAR), 165 § 157173 04074 0.8022*
R TTCECARRAAATGTCTOTG (CA),CARR

CHIT  AY46227] E: TTOCTGCARCATACTGGEE 58 {CA)s 178 6  128-130 (.5333  0.7548¢
R: TAATTTETTGGOGGETTC

F: ATGTCCATCACTTCRAGEAC 58 (ac),TCACCC(AC), 101 8 6183 06667 07921
R: TTTGRCAGAGGAGTGAGCG TCACCC(AC),

F: TECTETTGRGETETTGTAG 58 (cal, 186 [
R: TTATGATGACCTTCTCTACS

F: ATCACARGAGTARACATITC 58
R: TOTGTGTOTARGACATED

F: ATCCATGTOC TACTOAGT 58 (CA)y 114 7
R: TECATTTCAATTGCTTIC

CHIZ  AY462272

CHI4  AY462273 166-178 03448 0.7592¢

CHI5 AY462274 {ca),an(ch), 178 7 17218 03548 07245

CH2tt  AY462275 104-114 0.6552 0.7937

T, Annealing temperature; N_, number of alleles; Hy, observed heterozygosity; Hy, expected heterozygosity.
*Bignificant (P < 0.05) deviation from Hardy-Weinberg equilfbrizm using exact tesls implemented in GENEPOP (Raymond & Roussel 1995),

© 2004 Blackwell Publishing Lid, Meleciar Ecology Notes, 4, 182-184
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Table 2 Cross-species amplification tests using primers designed for Cocliliomiyin hominiverax

Locus
Species CHO1 CHO2 CHO05 CHOG CHI0 CH11 CH12 CH14 CH15 CH20
Coclitiomyia sacellavin. +{(534°0) - +(BR°CY  +(3BC) - - +(38°C) +(50°C) +(38°C) -
Chrysomya bezziang +(54°C) — B340y - - - +{(38°Cy x{B0C)  +{(58°%) -
Chrysomyn putoria +{54°C) - T{3°C) - - - +{°C) B0 +GRG -
Lucilin cupring +(34°Cy - +(4°Cy - - - +(58°C)  (GOCy  +(B8CC) -

[N A samples from two individnals of each species were tested with the same polymerase chain reaction conditions used for amplification
of the C. homtiivorax samples. Three annealing temperatures were tested (50, 54 and 58 “C); the best temperature is indicated for each

species/locus.

+, Successful amplificalion within expecled size range; %, weak amplification product; — no amplification or amplification of multiple bands.

their applicability in four other Calliphoridae species
(Table 2. This test indicated that six of the loci may also be
useful for genetic studies in the secondary screw-worm, C.
mucellaria, and in other Calliphoridae species after specific
optimization of the PCR parameters.

The microsatellite loci characterized here will enable
investigation into the genctic variability and population
structure of NWS from Ceniral and South American popu-
lations and should allow monitoring of the expansion of
this pest inte screw-worm-free areas. Such information
will lay the groundwork for future eradication sirategies.
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE MARCADORES MICROSSATELITES (AG)n

Tatiana Teixeira Torres & Ana Maria Lima de Azeredo-Espin

Mesmo de posse de dez locos de microssatélites para C. hominivorax (Torres et al., 2004),
o investimento no isolamento de locos adicionais foi importante para gerar um ndmero maior de
marcadores para refinar os estudos de estrutura populacional de €. hominivorax. Um maior
ndmero de marcadores também €& necessario para permitir a utilizacdo de combinagbes para
serem utilizadas em PCR-multiplex reduzindo os custos na anélise populacional. Neste sentido foi
realizado uma segunda abordagem para o isolamento destes marcadores, o que sera descrito no

decorrer deste capitulo.

2.2.1 METODOLOGIA DETALHADA

2.2.1.1 CONSTRUGAC DA BIBLIOTECA ENRIQUECIDA EM MICROSSATELITES

Amaostras de C. hominivorax
Larvas de Cochliomyia hominivorax provenientes de coletas realizadas diretamente em animais
infestados em Goiénia, GO foram mantidas na criacdo até atingirem a fase de pupa para
obtencdo do DNA gendmico para construcio da biblioteca,

Para as analises de variabitidade foram utilizadas amostras previamente coietadas em

Geidnia, GO e amostras de Colonia del Sacramento e Bafiados de Medina (Uruguai).

Extracdo e Digestdo do DNA Gendmico
O DNA gentmico foi isolade a partir de gito pupas de C. hominivorax provenientes de Goiania,
utilizando o kit de extragdo de DNA PUREGENE™ (Gentra Systems), com base no protocolo
fornecido pelo fabricante.

Aproximadamente 5 pg do DNA genfimico foram digeridos com 50 U da enzima Rsa |. A
reacao de restri¢do foi realizada em um volume final de 100 pl contendo 4 mM de espermidina e

foi mantida a 37°C por apds 16 horas.

Ligagado dos Adaptadores

Os adaptadores Rsa2l (5 - CTC TIG CTT ACG CGT GGA CTA - 3) e Rsa2b
(5"~ TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG CAC A - 3"} foram ligados aos fragmentos digeridos de
extremidade abrupta com a enzima T4 DNA ligase (Amershan Pharmacia Biotech). Foram

utilizados 20 picomoles de cada um dos adaptadores para ligagdo a aproximadamente 0,5 ug de

DNA digerido. A reagao de ligagao ocorreu em um voiume final de 50 ul a 20°C por 2 horas.
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Pré-amplificacao dos fragmentos via PCR

Para gerar uma maior quantidade de DNA para a selegao, 0s fragmentos digeridos foram
submetidos a uma PCR utilizandoe como “primer” um dos adaptadores, 0 Rsa2l. A reagdo de
amplificagdo foi realizada em um volume final de 50 pl utilizando um termocicladoy PTC-200 (M)
Research, Inc.). Foram utilizadas as seguintes concentragoes finais dos reagentes: 3 U da enzima
Tag DNA polimerase, 400 M de cada dNTP, 1.5 mM de MgCls, 2 uM do adaptador Rsa2l e 3ul
da reacdo de ligacdo. Esta reagdo foi submetida a uma etapa inicial de desnaturacgao a 95 °C por
4 min, seguida de 20 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 1 min e 72 oC por 1min. Um passo
prolongado de extensdo de 72°C por 8 min foi adicionade apds o Gltimo ciclo. Os fragmentos

amptificados foram purificados utilizando o “QlAquick PCR Purification Kit” (Qiagen).

Selecdo dos fragmentos ricos em repeticdes AG

O processo de enriquecimento foi realizado através da hibridizagdo de oligonucleotideos
marcados com biotina complementares a segliéncia repetitiva AG. Os fragmentos contendo tais
repeticdes foram recuperados através de esferas magnetizadas recobertas com streptavidina
(Promega). Para a realizagdo das lavagens, as esferas magnetizadas foram atraidas por um ima
posicionado lateraimente ao tubo em um suporte (Promega).

A fracdo enriquecida contendo os fragmentos de DNA previamente ligados a0s
adaptadores foram incubados a 95°C por 15 minutos para a desnaturagdo da dupla-fita. Ao DNA
desnaturado foram adicionados 150 picomoles do oligonucleotideo biotina-Is(CT)s. Esta solugao
de hibridizacao foi incubada a temperatura ambiente sob constante agitagdo e ap6s 20 min foi
adicionada as esferas magnetizadas previamente lavadas seguindo as recomendacgdes do
fabricante. A solugdo contendo as esferas magnetizadas e o complexo DNA-sonda foi incubada
por 10 min & temperatura ambiente sob suave agitagao. .

Apés a incubacdo, foram realizadas lavagens de. acordo com o protocole fornecido pelo
fabricante das esferas magnetizadas (Promega) e os fragmentos selecionados foram recuperados

através da lavagem com 250 pl de dgua milliQ autoclavada.

Amplificagao dos fragmentos selecionados via PCR

Os fragmentos enriguecidos foram submetidos a uma PCR utilizando como “primer” o adaptador
Rsa21. Esta reacéo foi realizada conforme descrito anteriormente para a pré-amplificagdo, sendo
gue nesta segunda amplificacéo, os fragmentos selecionados (20 ul da solugao recuperada na
etapa anterior) foram utilizados como molde para a reacao. Os fragmentos amplificados foram

purificados utilizando o “QIAquick PCR Purification Kit" (Qiagen)
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Clonagem dos fragmentos

Quatro microlitros dos produtos de PCR purificados foram ligados a 50 ng do vetor
pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen), segundo o protocolo fornecido juntamente com o vetor plasmidial,
Células competentes da linhagem DH5a de E. cofi foram utilizadas na reagao de transformagao
realizada de acordo com o método de transformagdo quimica adaptado de Sambrook et al.
(1989). As células transformadas foram plagueadas em meio LB sélido contendo ampicilina
(50 ug/mi} e X-Gal. As placas foram incubadas invertidas a 37°C por 16 horas em estufa para o

crescimento de coldnias.

2.2.1.2 SELEGAO E SEQUENCIAMENTO DOS CLONES POSITIVOS

Ampilificacdo dos insertos clonados e “Southern blot”

Com o objetivo de identificar os clones contendo microssatélites e verificar a eficiéncia do
procedimento de enriquecimento e clonagem, foi realizada uma reacéo para amplificacdo dos
insertos direto das coldnias obtidas acima, utilizando o “primer” Rsa2l1. Coldnias individuais
foram transferidas com um palito estéril para um tubo de PCR contendo 30,5 pl de dgua milliQ
estéril. Csta suspensdo de células foi utilizada em uma reagdo com um volume final de 50 Ul
contendo as seguintes concentragdes dos reagentes: 2 U de Tag DNA Polimerase, 2 mM de
MgClz, 0,5 mM do “primer” Rsa2l1 e 0,2mM dNTP. Esta reagdo foi submetida a um passo inicial
de desnatura¢ao a 95 °C por 4 minutos, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 30 segundes, 52 °C
por 45 segundos € 72 °C por 1 minuto e 30 segundos. Um passo final de extensfio a 72 °C por 8
minutos finalizou a amplificacio.

Todo o volume de reacéo foi utilizado na eletroforese em gel de agarose 1 %. Os insertos
amplificados e submetidos & eletroforese foram transferidos para uma membrana de Nylon
Hybond N+ (Amershan Pharmacia Biotech) através do procedimento de “Southern blot” de acordo
com o protocolo descrito em Sambrook et al. (1989). O DNA transferido para membrana foi entdo
hibridizado com a sonda complementar a repeticdo CT. A marcagéo do oligonucleotideo (GA)1s
com Gamma 32P e sua hibridizacdo com o DNA na membrana foram realizados de acordo com
Sambrook et af. (1989).

Sequenciamento, andlise das seqiéncias e desenvolvimento de “primers”
0 procedimento de sequenciamento e a analise das seqiiéncias foram realizados como deserito
anteriormente no capftulo 1.

Todas as sequéncias obtidas foram alinhadas entre si e juntamente com as seqliéncias
dos dez locos previamente caracterizados (Torres et al, 2004). O alinhamento foi realizado com o

auxilio do programa de alinhamento mdltiplo CLUSTAL X (Thompson et al., 1997). Pares de



“primers” complementares as sequéncias flanqueando as novas repetictes foram desenvolvidos
utilizando o programa PRIMER 3 {Rozen & Skaletsky, 1998).

A padronizacio das amplificacdes de cada loco foi realizada como descrito no capitulo 1.

2.2.1.3 DETECGCAQ E CARACTERIZAGAO DO POLIMORFISMO DOS LOCOS DE MICROSSATELITES

Uma vez determinadas a melhor temperatura de hibridizagdo dos oligonucleotideos iniciadores
para a reacao de amplificagdo de cada loco, amostras de DNA de C. hominivorax foram utilizadas
para acessar o conteddo de informacéo de cada um dos 10 locos selecionados (como descrito no
capituio 1, item 2.1.1.2). Para esta etapa inicial de caracterizagao dos locos, a amostra foi
constituida por dez individuos de cada uma das trés localidades: Colonia del Sacramento,

Uruguai, Bafhados de Medina, Uruguai e Goiania, GO, Brasil.

Amplificac6es heterologas
Os “primers” polimorficos caracterizados nesta etapa para C. hominivorax também foram
testados em outras espécies da familia Calliphoridae para tentar amplificar locos ortologos.

Dois individuos de cada uma das espécies, Cochliomyia macellaria, Chrysomya albiceps,
Chrysomya bezziana e Chrysomya putoria, foram utilizados neste teste. O DNA gendmico foi
extraido com hase no protocoio adaptado do protocolo de Infante e Azeredo-Espin (1995), como
descrito anteriormente no capitulo 1. Para as amplificagbes via PCR foram utilizadas as condigdes
anteriormente padronizadas para cada loco, a excegdo da temperatura de hibridizagdo dos

“primers” que foi 55 °C.

2.2.2 RESULTADOQS E DISCUSSAQ
2.2.2.1 CONSTRUCAQ DA BIBLIOTECA ENRIQUECIDA EM MICROSSATELITES AG

A quantificacdo da extragdo do DNA gendmico de oito pupas de C. hominivorax indicou uma
concentragdo de aproximadamente 600 ng/pl. O DNA foi precipitado e ressuspendido com
metade do volume inicial para que a concentragéo fosse de 1 pg/pl.

O DNA gendmico foi digerido com a enzima Rsa |, ndo gerando nenhum tamanho de
fragmento preferencialmente e produzindo o perfil adequado para a construgac da biblioteca.
Uma das diferengas entre esta metodologia e a metodologia descrita no capitulo foi a auséncia
da selecdo de um intervalo de tamanho para os fragmentos. Nesta metodologia, todos os
fragmentos foram utilizados nos passos subsequlentes.

A pré-amplificacdo dos fragmentos digeridos e ligados a adaptadores foi realizada para
gerar uma maior quantidade de DNA para a selegdo, utilizando como “primer” o adaptadores
RsaZ21. Os fragmentos foram amplificados com sucesso, confirmando a ligagdo dos adaptadores

aos fragmentos. Nao houve a amplificacéo aparente de fragmentos preferenciais, o que poderia
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ser prejudicial nas proximas etapas, levando a clonagem e sequenciamento de fragmentos
preferenciais, aumentando o tempo e 0s custos pra a identificagdo de microssatélites ndo
redundantes.

Visando gerar marcadores com diferentes taxas de mutacdo, para serem utilizados
conjuntamente com os microssatélites AC isolados previamente (Torres et ai., 2004}, nesta etapa,
foi escolhido 0 motivo AG para o enriquecimento.

A eficiéncia do enriguecimento, verificada através da hibridizagdo de produtos de PCR
ohtidos diretamente de colbnias individuais ao oligonucleotideo (GAls, foi extremamente alta,
muito superior @ obtida anteriormente, uma vez que mais de 50% dos clones analisados
apresentaram hibridizacdo positiva com a sonda. A escolha do motivo diferente poderia ser uma
explicagcao para esta maior eficiéncia. No entanto, mesmo utilizando sonda AG, foram obtidas
diversas seqléncias com motivos AC. Além disso, esta metodologia vem sendo aplicada em
outras espécies de insetos utilizando também o motivo AC, e vem apresentando uma eficiéncia
ainda maior, mostrando que realmente este é o motivo mais abundante nas espécies de moscas
analisadas. A maior eficiéncia pode ser atribuida 8 metodologia utilizada.

Alguns fatores podem ter atuado na recuperagdo de um maior ndmero de microssatélites,
como a utilizag@o de oligonucleotideos menores na etapa de selegéo, levando a recuperacio de
repeticoes menores € a menor estringéncia durante a hibridizagdo da sonda aos fragmentos
antes da etapa de enriquecimento; na metodologia anterior era utilizada uma temperatura de
65 °C enquanto nesta metodologia a hibridizagéo ocorre & temperatura ambiente. isto causou a
selecao de repetigGes muito pequenas ou muito interrompidas que ndo puderam ser utilizadas.

Devido a alta freguéncia de microssatélites nos clones obtidos, os clones adicionais foram

utilizados no sequenciamento dos insertos sem nenhuma selegdo prévia.

2.2.2.2 ANALISE DAS SEQUENCIAS, DESENVOLVIMENTO E UTILIZACAO DOS “PRIMERS”

De 56 insertos segilenciados, 30 possuiam pelo menos um microssatélite. Dez destas
sequéncias puderam ser utilizadas para o desenho de “primers” complementares as seqiiéncias
flangueadoras dos microssatélites; as seqléncias restantes ndo foram utilizadas pois o
microssatélite era muito pequenc ou estava muito préximo de uma das extremidades da
sequéncia. Mesmo utilizando ¢ oligonucleotideo (CT)s no enriquecimento, foram recuperados
diversos outros motivos de microssatélites pois todos os clones foram utilizados no
sequenciamento & ndo somente aqueles que apresentaram sinal de hibridizagao positiva com a
sonda (AG):s. Além disso, algumas seqléncias continham mais de um tipo de microssatélite.
Dentre as dez seq(iéncias escolhidas para a construgdo de primers estdo presentes diferentes
motivos (Tabela 8).

Todas as sequéncias obtidas foram alinhadas entre si juntamente com as sequéncias

identificadas na abordagem anterior. O alinhamento entre as 30 seqiléncias de microssatélites
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identificadas (20 identificados anteriormente e 10 nesta abordagem) mostrou que os locos
descritos ndo eram complementaras e/ou sobrepostos.

Apés o alinhamento das seqléncias, foram desenhados “primers” as regioes
flanqueadoras dos novos microssatélites As seqléncias dos “primers” e informacgodes

relacionadas estao indicadas na tabela 3.

Tabela 8. Caracteriza¢do genética dos novos locos de microssatélite isolados de C. hominivorax, incluindo a
seqiéncia dos “primers” desenvolvidos, temperatura de hibridizagao do “primers” (Tn) e tamanho esperado
dos produtos de PCR (Tame). O motivo da repeti¢do e o tamanho esperado estao baseados na seqiéncia do
alelo clonado.

Loco Motivo da repeticio “Primer” Direto "Prime:r" Re:ferso Tn Tame
A N Gl & =3 °C) __pb)
CHZ21 (AG)eGG(AG)s GGCGAGCGAGTCCTA‘I‘I’AC CAGTTCCAGGTCAATTTCC 58C 205
CH22 (AG)s TIGCGTATTTGTGTAATTIG GCCGCACTAGTGATICIC 58C 143
CH23 ({(ATGTGT)s GTTAAGAATATCCTGCTAATG  TITATATGTCCCATTGTGC 58C 149
CH24 (GA)7GG{GA)2 CCCACCAAAAACAATGTC GTTTCCCACCAGTTCAGG 58C 138
CH25 (TA)2AAC)7(TA)s CACCTACCTTAAGTGACACG  TTTTTCCTCTTCTGACCTC 58C 167
CH26 (CATA)e TATTTTCCCTTCATTCITG GGTGTTTTAATACCCGTAAAC  58C 177
CH27 (CAA)s TATTTCCTTAATGGCTGTC TCCTCATTTCATTTCTCAC b&C 179
CH28 (CAA)ATAA)ZA(ATAA)2 CAATCACCAACCAAAATG TGTATAAAGATGCGATTGAC  58°C 113
CH29 {CT)s (ACho CATCTACGGTGGTGTAGG ACATGATATTTTCGCTCTC B&C 194
CH30 (TAMAA(TATARTG(TA)s TAAAGCATTTCTCCCTTC ACAGATCCAATGATTTACC 58C 244

Os locos CH22, CH27 e CH30 nao foram amplificados com sucesso em amostras de
C. hominivorax. Nas reacoes utilizando os “primers” desenvolvidos para os locos CH22 e CH30,
mesmo utilizando condigbes pouco estringentes, nac houve a amplifica¢do de nenhum produto.
Nas reagdes para o loco CH27 foram obtidos produtos de intensidade muito fraca e apenas para
poucos individuos. Para néo gerar resultados duvidosos na caracterizagao do polimorfismo, estes
locos ndo foram utilizados nas anédlises posteriores. Para 0s outros éeté locos, a amplificacdo dos
alelos foi realizada com sucesso sendo 58 °C a melhor temperatura de hibridizacdo observada. O
fato de todos os locos apresentarem a mesma temperatura 6tima para a hibridizagdo dos
“orimers” representa uma grande vaniagem para a construcdo de reacGes muitiplex, ou seja,
reacdes de amplificacdo nas quais mais de um par de “primers” & utilizado na mesma reacao.
Desta forma, mais de um loco pode ser amplificado ao mesmo tempo, reduzindo 0s custos e o
tempo da andlise em laboratérios que possuam uma infra-estrutura adequada para a

automatizacdo da andlise utilizando marcadores microssatéiites.
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2.2.2.3 CARACTERIZAGAQ DO POLIMORFISMO DOS LOCOS DE MICROSSATELITES

Os sete locos mostraram-se polimorficos na amostra de 30 individuos de C. hominivorax. 0s
gendtipos dos individuos para cada loco foram determinados e foram estimados o tamanho
médio dos produtos de PCR, o nimero médio de alelos, a heterozigosidade observada e a
esperada sob o equilibrio de Hardy-Weinberg, Estes dados estdo sumarizados na tabela 9. O
namero de alelos, determinade através da observacéo direta dos géis, variou de trés a 13, com
uma média de 7,8 alelos por loco.

A heterozigosidade observada (H.), determinada através da contagem direta dos
heterozigetos, variou de 0,3333 a 0,8000 e a heterozigosidade esperada {(He) variou de 0,4220 a
(0,2045. Dentre os sete locos, cinco apresentaram valores de P menores gue 0,05, mostrando um

desvio significativo do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 9. Caracterizag&o dos focos de microssatélites polimérficos isclados de C. hominivorax.

ow Mk, Teameds

CH21 AYAB2266 13 187-219 0,8000 0,9045%*
CH23 AYAB62267 6 131-161 0,5000 0,7938~*
CH24 AY4B2268 7 132-144 0,5862 0, 7931~
CHZ5 AYA62269 10 155-193 0,4667 0,8412*
CH26 AY482270 10 149-185 0, 7667 0,8548
CH28 AY462271 3 113-121 00,5000 0,4220
CH29 AYAG2275 6 186-196 0,3333 0,5503*

Na = Ndmero de alelos;

Ho = Heterozigosidade observada;

He = Heterozigosidade esperada;

0 asterisco indica um desvio significativo (P < 0.05) do equilibrio de Hardy-Weinberg,

G desvio do equilibric de Hardy-Weinberg, em todos os casos, foi no sentido de excesso de
homozigotos. Como ja discutido anteriormente, quatro fatores podem ter causado a detecgio de
um excesso de homozigotos: (1) o loco pode estar sendo selecionado; (2) a populacéo pode estar
sob efeito de endocruzamento; (3) a presenga de sub-estruturagédo na populagéo causando o
efeito de Wah!iund e/ou (4) a presenca de alelos nulos.

Os novos “primers” polimérficos desenvolvidos para C. hominivorax também foram
testados em outras quatro espécies da familia Calliphoridae. Os resultados estdo mostrados na
tabela 10. Este teste ndo teve o objetivo de avaliar o potencial destes locos na andlise

populacional destas espécies, mas apenas para tentar amplifica-Jos nestas espécies.
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Tabela 10. Testes de amplificagdc em outras espécies da familia Calliphoridae utilizando os novos
“primers” desenvolvidos para C. hominivorax.

Especie CHZI CH23  CH24 o o5 CHo8 G0
Cochiiomyia macellaria + + + + + + +
Chrysomya albiceps + + + + _ + +
Chrysomya bezziana + + + + - - +
Chrysomya putoria + + i + _ + +

+, Amplificacdo de produtos de PCR dentro do intervalo esperado (baseado nos alelos de C. hominivorax);
+, Fraca amplificagio de produtos de PCR dentro do intervalo esperado;
-, Auséncia de produtos deniro do intervalo esperado.
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Abstract

In this report, we describe the development of seven new polymorphic microsatellite markers
for Cochliomyia hominivorax, a parasitic insect pest of primary agricuttural and veterinary
importance throughout the Neotropics. The number of alleles found ranged from 3 to 13
pet locus, with the expected heterozygosity ranging from 0.4220 fo 0.9045. The across-faxa
amplification of some of these new microsatellite loci was successful in four additional
Calliphoridae species. In combination with the 10 polymorphic microsatellite markers
previously described, the markers developed here should provide a high resolution for
assessing the fine-scale genetic structure of New World screw-worms.

Keywwords: Calliphoridae, microsatellites, primary screw-worm
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The New World screw-worm (NWS), Cochliomyin hominivorax
{Coquerel), is a parasitic insect pest of primary importance
in Neotropical regions. NWS myiasis is caused by the
larval stage of the fly infesting tissues of warm-blocded
vertebrates. This species represents a serious threat to the
livestock sector across its current distribution, which includes
part of the Caribbean and all South America {(except for
Chile) (Wyss & Galvin 1996). Originally, C. fominivorax
was widely distributed from the southern US to central
Argentina. However, the species has been successfully
eradicated from North and most of Central America by the
sterile insect technique (IAEA 2000). The study of the
extent and distribution of the natural genetic variability
of C. rominivorax is of great interest for the description of
populations, and should contribute to future strategies of
eradication.

Ten dinuclectide microsatellites for the NWS have
already been developed (Torres et al. 2004), but more are
needed to increase the number of markers available for
building polymerase chain reaction (PCR) multiplexed
systems and to reduce the laboratory costs in automated
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genetic analysis. In addition, the utiization of more reliable
markers will improve our knowledge of the population
structure and gene flow of this species. Tn this report, we
describe the isolation of seven new microsatellites of C.
hominivorax that may be useful as genetic markers for fur-
ther population genetic studies.

Microsatellites were isolated using a different protocol
from that described in Torres ef al. (2004} and the repeat
probe (AG), was used instead of (GT), in the enrichment
step. Genomic DNA was extracted from colony-bred pupae
using a FUREGENE DINA isolation kit {Gentra Systems),
according to the manufacturer’s instructions, and then
digested with Rsal. Blunt-ended DNA fragments were
ligated to oligonucleotide adapters according to Edwards
ef al. (1996). Fragmenis containing AG repeats were selected
by hybridization to biotinylated oligonucleotides comple-
mentary to the repetitive sequence and recovered by
magneticbeads linked to streptavidine using a hybridization-
based capture procedure adapted from Billotte ef al. (1999),
Microsatellite-rich fragments were amplified by PCR and
clened inte pCR2.1-TOPO plasmids using a ToPo Ta cloning
kit (Invitogen}. Plasmids from individual colonies were
prepared and the sequence of the inserts was determined
using an ABI PRISM Terminator Cycle sequencing kitand an
ABI 377 Automated Sequencer (Applied Biosystems, CA).
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Table 1 Genetic characlerizafion of the seven new polymorphic microsatellite lodi isolated from Cochliomyin hominivorax

Repeat Size of
GenBank T, moiifin the the cloned Allele size No. of

Locus Accessionno. Primer sequence {5'-3") (°C) clonedallele allele(bp) range (bp) alleles Hg Hy Pyvalue

CH2I AY911287 F GOCGAGOGAGTOCTRTTAC 58 (AG)0G(AG), 205 187-219 13 0.8000 02045 0.0492
R: CAFFTCCAGGTCAATTTOC

CH23 AYD11288 F: GTTARGAATATCCTCCTAATG 58 (ATGTOT), 149 131-161 & (.5000 07938 Q.0018*
R: TTTATATCTCCCATTGTRC

CHZ¢  AY911289 F: COCACCARARACARTGTC 58 (cAnGe(GA), 138 132-144 7 0.5862 07931 0.0163
R: TTTCOOROCAGTTCAGG

CH25 AY911290 F: CACCTACCTTAAGTGACACG 58 (TA)(AC)(TR), 167 155-193 10 04667 0.8412 0.0000*
R: TIIITCCTCTTCTGALCTC

CH26  AY911251 F: TATTTTCCCTTCATTOTTG 58  (CATA), 177 149-185 10 0.7667 0.8548 0.4865
R: GGTGTTITAATACCOGTAALC

CH28  AY911292 F: CRATCACCARCCAAARTG 58 (caa)(aTan), 113 113121 3 0.5000 04220 0.8798
R: TOTATAAAGATCCOGATTGAC B{ATAR),

CH29  AY911293 F: CATCTACGETCETCTACS 58 (cT) Ak, 194 186-196 & 0.3333 05503 0.0114

E: B-ATGATATTTTOGTTCOTC

T,. annealing temperature; Hy, observed heterozygosity; Hy, expected heterozygosity.
*denotes a significant (o = 0.05) deviation from Hardy-Weinberg equilibrium, after sequential Bonferroni correction (Rice 198%).

We used an efficient protocol to produce an {AG),
enriched library of NWS in which over 50% of the clones
contained microsatellite sequences, Of 56 clone inserts
sequenced, 30 had a microsatellite, of which 10 were suita-
ble for designing primers for the amplification of loci; the
remaining clones were not exploited because the repetitive
sequences were too short or too close to one of the sequence
ends. Although an {AG),; oligomer was used for the pre-
doning enrichment, other repeat motifs were also found in
the cloned products. No redundant loci were detected when
compared with those described by Torres et al. (2004).

Primer pairs complementary to sequences flanking the
repeat element were designed using PRIMER 3 software
{Rozen & Skaletsky 1998) for the 10 selected loci, seven of
which were successfully amplified in NWS DNA samples.

Polymorphism was assessed using 30 individuals of
C. homninivorax from three sampling sites in South America.
The amplifications were carried cut in a mixture (final
reaction volume of 13 pL) containing 5-10 ng of DN A tem-
plate, 10 mu Tris-HCI pH 8.3, 50 mum KCl, 1.5 mm MgCl,,
0.5 mg of BSA/mL, 20 um of each ANTF, 0.6 nM of each
primer, and 1 U of Tag DNA polymerase (Invitrogen). The
PCR amplifications were performed using a PT~100 thermal
cycler (MJ Research), with an initial denaturing step of 3 min
at 96 *C, 35 cycles of 94 °C for 45 s, a primer-specific anneal-
ing temperature for 45 s {Table 1), and 72 °C for 1 min fol-
lowed by a final extension at 72 °C for 20 min. The PCR
products were analysed on denaturing 6% polyacrylamide
sequencing gels and the alleles were visualized using a
standard silver staining protocol. The number of alleles per
Jocus, the allele size range and the observed and expected

heterozygosities under Hardy-Weinberg equilibrium were
determined for the polymorphiclod. Each locus was tested
for deviations from Hardy—Weinberg equilibrium expecta-
tions using exact tests implemented in GENEPOF (Raymond
& Roussct 1995). The genotypic disequilibrium between
pairs of lod was also calculated using CENEPOP. Sequential
Bonferroni corrections (Rice 1989) were applied for multiple
tests performed simultaneously.

All seven amplified loci were polymorphic in the NW$S
samples. The number of alleles per locus ranged from
3 to 13, and the observed and expected heterozygositities
ranged from 0.3333 to 0.8000, and from 0.4220 to 0.9045,
respectively (Table 1}. Two lod (CHZ3 and CH25) showed
significant heterozygous deficits. This deficiency may have
been caused by the presence of null alleles at these loci. No
significant linkage disequilibrium was detected after
sequential Bonferroni correction.

Cross-species amplification using the seven polymorphic
loci was tested in four other Calliphoridae species (Table 2).
DNA samples from two individuals of each species were
tested with the same PCR conditions as used o amplify
the C. hominivorax samples at an annealing temperature of
55 °C,

The polymorphism found in the seven loci characterized
in this study ensures that, combined with the 10 loci
previously described, they will be extremely useful for
investigating many important aspects of the biology of
C. hwominivorax, such as temporal and spatial population
dynamics, that are critical to efforts for controlling and
monitering this pest. Additionally, the cross-species ampli-
fications also suggest that these loci may be useful in other

©2005 Blackwell Publishing Lid, Mofecular Ecology Notes, 5, 815-817
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PRIMER NOTE 817

Table 2 Cross-species amplification tests using the seven new primer pairs designed for Cochlionnyia howinfvorax

Locus
Species CH21 CH23 CH24 CH25 CHp CH28 CH2%
Cochfiomyia maceltaria + + + + t + +
Chrysunmya albiecps + + + + - + +
Chrysonyn bezziana + + + + - - +
Chrysomija putoria + + £ S - * +

The loci were scored based on the ability of the primers to generate PCR products at an annealing temperature of 55 °C.
+, successful amplification wilhin the expected size range; £, weak amplification product; — no amplification.

Calliphoridae species after evaluation of the extent of

polymorphism.

Acknowledgements

The aulhars thank Roséngela Rodrigues for her valuable technical
assislance and Mar{a Salete Couto for maintaining the screw-worm
colonies. This work was supparled by grants to AMLAE from
Fundagio de Ampara d Pesquisa do Estado de Saa Paulo (FAPESF,
grant 03/01458-9), Conselhe Macional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq, grant 471132/01-2) and the Inter-
national Atomic Energy Agency (IAEA, grant 11822/R0O). TTT
wasg supported by a fellowship from FAPESP (grant 02/00035-4),

References

Billotte N, Lagoda PJL. Risterucci AM, Baurens FC {1999}
Microsatellite-enriched libraries: applied methodology for
the development of 55R markers in tropical crops. Fruits, 54,
277-288.

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Ecology Notes, 5, 815-817

Edwards K], Barker JFHA, Daly A, Jones C, Karp A (1996) Micro-
satellitelibraries enriched for several microsatellite sequences in
plants. BioTechnigues, 20, 758759,

International Atomic Energy Agency (IAEA) (2000} Genetic Sex-
ing and Population Genelics of screwworms. Augusl 7-11, 2000,
Vienna, Austria. 19pp.

Raymond M, Rousset F (1995) GENGPOP (version 1.2%: papulation
genetics software for exact tests and ecumenicism. Journal of
Heredity, 86, 248249,

Rice WR (1989) Analyzing tables of statistical tests, Evolution, 43,
223225,

Rozen 5, Skalelsky HJ (1998} PRIMER 3. Code available af:
hitp: // www-genome.wi.mit.edu/genome_software/other/
prirmerd.html. :

Torres TT, Brondani RPV, Garcia JE, Azeredo-Espin AML (2004}
Isolation and characterization of microsateliite markers in
the New World screw-worm Cocfliomysia hominivorax (Diptera:
Calliphoridae), Molecwlar Ecology Notes, 4, 182-184.

Wyss JH, Galvin TJ (1996) Central America regional scresw-worm
eradication program (benefit / cost study). Annals of the New York
Acadeny of Sciences, 791, 241-247.

52 Cn A A AR A CACA L LA CL A CACACACACACACACACACACACAC A CACACACLCACACACACACARACACACACACOCACACACACACACACACACLD



CAPITULD 3

CRIACAD DE UM BANCO DE DADOS RELACIONAL E UM CONJUNTO DE FERRAMENTAS
COMPUTACIONAIS PARA A CARACTERIZACAO DE SEQUENCIAS CONTENDO
MICROSSATELITES - FIRe

Pedra Cipriano Feijdo, Tatiana Teixeira Torres & Ana Maria Lima de Areredo-Espin

A caracterizacao de microssatélites, quer seja a partir de seqliéncias ja disponiveis, quer seja a
partir de bibliolecas desenvolvidas especialmente para esta finalidade, envolve a identificacio
das seqiéncias contendo os micressatélites e de sequéncias adicienadas, como os adaptadores,
a verificacae da redundincia das seqiéncias, a contagem do nomero de repeligbes e o
deservolvimento de primers especificos. & manipulaggo deste grande volume de dados de
sequéncia e a dificuldade de andlise destes dados através de ferramentas graluitas disponiveis
motlvaram o desernvolvimento de um “portal” que contem um conjunto de ferramentas de
bininformatica que visam facilitar o desenvolvimenta e caracterizacao de microssatelites,

FiRe (Find Repeats), & o acrdnimo utilizado para designar o este “Portal” de anilise de
microssatélites que, mesmo am fase de implementacdo, esta atualmente abeno e acessivel via

WEB (hitp.//emiga.cbmeg unicamp.br/fire/, Figura ). Alem disso, possul uma interface grafica

intuitiva, O portal é composto de dois madulos principais: (a) um sistéma de processamento de
microssatélites, composto principalmente de um “pipeling” gue facilita os procedimentos
envolvidas na obtengdo e andlise de microssatélites; (b) um banco de dados, contendo todas &s
sequénclas obtidas e aberto & submissdo de segqlencias, gue podem ser de livre acesso ou
protegidas por senha. O banco de dades também é capaz de armazenar todas as SR UENCIES
dopositadas no NCBI que contém anotagdes contendo a descrican de microssatélites, atraves de

uma atualizagio automatica que ocorre Jdianamente.

FfR §7.  Find Repeats!
melazaan micrasalellite database & toolkid

] TR ETSEINN | FiHILE | LTINS

e
search submission
PP m [!E:I'?‘E.E. .-'-_E"..Il. ' Contnct

Figura 5. Pagina inicial do portal FiRe



2.3.1 PROGRAMAS UTILIZADOS

2311 COMJUNTO DE FERRAMENTAS

“Base Calling” dos ecromatogramas

0 "bpase calling” consiste no processo de leitura dos dados do sequenciador e identificacdo da
sequencia de DMA gerada, atribuindo um valor de quelidade para cada posigao nucleotidica
identificada. No Fite este processamente dos dados brutos provenientes do seqienciador é
redlizado pelo programa Phred (Ewing & Green, 1998). que foi escolhide como o programa para a

realizacaa do “hase calling”,

Mascaramento das regides contaminantes

Regidoes contaminantes sdo partes da segléncia obtida gue ndo representam o DMA que se
deseja analisar, Mo case dos microssatélites, tais regides s8o tipicamente segmentas de DNA dos
vetores de clonagem onde as sequéncias de inberesse foram inseridas oo seqUéncias de
adaptadores especificos utilizados durante a construgdo das bibliotecas. Essas regides foram
dentilicadas e mascaradas com O programa choss_malch (Ewing & Green, 1998,

Localizacdo dos microssaleliies

Para a localizagao dos trechos contendo microssatélites, fol utilizade o programa TRF {“*Tandem
Repeat Finder”, Benson, 19949). Os dados de saida do TRF foram filtrados de acordo com opodes
de busca determinadas pelo usuano, como ndmero minimo de repeligdes ou busca por motivos

especificos.

Alinhamento das sequéncias obtidas

Como descrito em detalhes no capitulo 1, exisle a possibilidade de que algumas seqiéncias
obtidas independentemeante correspondam a uma mesma regido do genoma. Desta forma, em
tadas os procedimentos para isolamento @ caractenzagao de microssatélites, deve-se empregar
algum método para evitar a utilizagdo de mais de uma copia dessas segléncias, o que resultaria
em “primers” redundantes. Além disso, o alinhamento & importante para se criar os “contigs”,
sequéncias consense geradas atraves do alinhamento de segléncias de DNA com alguma
sebreposigao. Esta abordagem € particularments interessante na analise de sequéncias maiores
{a partir de aproximadamente 500 pb, com algumas variagdes de acordo com o seqlenciador
utilizado} guando & necessario o seguenciamente nas duas diregdes do inserto, O programa

utilizado para realizar esta fungao no FiRe & o Phrap (Ewing & Green, 1998).

Construcdo de “primears”
Fara a construcdo de primers, foi adotado o programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000)
ientificando pargs de "primers” para amplificagdo da regiaoe desgjada e que estejam o mais

proximo possivel dos parametros fornecidos,
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2.3.1.2 BANCO DE DADOS RELACIONAL
A proposta inicial também conta com o desenvolvimento de um banco de dados de segléncias de

microssatélites, O banco fol projetado como um banco de dados relacional, com a ajuda do

pelo programea MySOL (hilo: e, mysgl.eom),

01 hanco do dados pode ser acessado via WEB, através de qualguer navegador, O sarvidor
hitp Apache 1.3 (wwweapache.org) estda sendo utilizado. © conteddo dinamico (resultados de
buscas, acesso & ferramentas, entre outros) €& gerado através de  “scripts”  Perl
{hitp:/ fwww.perl.arg), executados via CGl {"common gateway interface”). Para a criagao destes
“scripts” foi wtilizado o module BioPerl iStajich et al, 2002), gue contém diversas funcoes
pré-desenvolvidas para o uso em bisinformatica. O conteddo do banco foi baseade em duas
fontes, o banco de dados do MCBI, onde um “script” Perl se conecta diariamente, buscando
sequéncias contendo microssatélites anotados. A outra fonte ser3o as submissdes feitas por

usudrios. Esta etapa, no entanta ainda em fase de implementacao.

2.3.2 ESTRUTURA E OPERAGAD
2321 COMJUNTO DE FERRAMENTAS

O objetivo deste madulo do FiRe € agrupar em uma unica interface as diversas ferramentas

ulilizadas na andlise de segléncigs de microssatélites, facilitando a analise da grande
quantidade de dados gerados e automatizando procedimentos até entdo realizados
manualmente. Através deste médule, o usuane pode submeter um arquive ZIP contendo todos os
cromatogramas @ pode ajustar as opgoes desejadas como o lipo @ a guantidade minima de
repetices & serem encontradas, bem como 85 SeqUeéncias a Serem mascaradas, coma

soquéncias do vetor ou adaptadar (Figura 6).

FiRa - Microsatellliie Analisys Plpeline
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Figura 6. Pagina de submissio dos dados de seqiéncia
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Apos a submissan. o5 pragramas agrupados no “pipeline” sdo executados no servidor & as
resultados sdo mostrados através de uma intérface grafica, Cada segléncia de entrada é
mostrada, indicando-se gueis regides contém  microssatélites, Quals sao as segUéncias
redundantes & o3 “contigs”, quais sdo as regides que foram mascaradas e quais regioes
receberam baixos indices de gualidade de acordo com o Phred, através de uma interlace grafica
{Figura 7). Exisle também a possibilidade de verificar o alinhamento dos cromatogramas (Figura
&)

De acordo com os dados oblidos, o sistema sugere as regioes de provavel interesse para
& construgdo de “primers” (Figura 7). O usuano poderd aceitar essas regioes, ou madifica-las,

Aldm disso, diversos pardmetros relativos ao “primer” podergo ser madificados pelo usuario,

comao o8 limites de tamanho e qualidades fisico-quimicas do “primer”,
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Figura 7. Pagina de resultados do Fife mostrando a Iocalizaco dos microssatélites na seqiéncia, a
qualidade das bases ¢ o relatdrio de construgdo de “primers”. Mo topo da pagina, podess escolher o
“contig” a ser analisado, O exemplo de seqoéncia mostrade & um “conbig” Tormado pelo alinhamento de

quatro “reads”, ou seja, seqliéncias oblidas através de uma reacdo de sequenclamento. & segquéncea
mastrada & a do loco CHOS, caractenzado no primeirg capdtulo,
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Figura 8. Alinhamento produzide pele FiRe utilizando a ferramenta Phrap. A primeira seqiéncia € a do
“contig” que foi gerada através do alinhamento dos “reads’. Quando divergéncias entre bases sao
encontradas, as bases escolhidas sdo aguelas com a malor gualidade,

2.3.2.2 BANCD DE DADOS RELACIOMAL
0 banco de dados do FiRe contém sequéncias de microssatélites automaticameante recuperadas
do GenBank, Um “script” em Perl se conecta ao banco de dados do MCE! e busca por seqléncias
relevantes, identificando e selecionando as informacies relevanies e armazenanda-as de acaordo
com a organizacao do banco de dados do FiRe. Esta & uma tarefa dificil, dada a grande
quantidade de erros de andagao. Alem disso, em 78 % dos casos, informacdes essenciais sobre
o motivo da repeticio & a localizacdo do microssatélite na seguéncia estao armarzenados
incorretamenta ou ausentes, Para solucionar este problema, desenvolvemos uma estratégia que
ancontra o0& microssatélites, usando o programa TRF nas seqiéncias e armazena a informacao
juntamente com a anctacio onginal, Devido a estrutura relacienal do banco, o FiRe garante uma
grande flexibilidade nas opgdes de busca, que podem ser feitas pelo tipo do motivo, numero
mimimao ou maxama de repaticoes do microssatalites, infaormagdo do faxon ou aulores.

0= resultados sdo entdo apresentados em uma interface inspirada nas janelas utilizadas
pelos principais sistemas oparacionais, come mostrade na figura 9, o gue toma o sew uso
bastante intuitive. As janelas podem ser maximizadas od minimizadas e dentre de cada uma

delas ha janalas aninhadas com informagies adicionais.

2.3.3 CONCLUSOES

2.3.3.1 CONJUNTO DE FERRAMENTAS

Para testar a eficiéncia do FiRe, os dados de seqiéncia de C. hominivorax {capitulos 1 e 2} foram
tilizados, O FiRe foi capar de encontrar as repeticées, edcluir 2 sequéncia dos vetores e
adaptadores e realizar oz alinhamentos gerando oz mesmos resullados da analise feita
manualmeants, economizands, no entante, o esforge de edigdo de seqdéncias. Resumidamente, a
andlise gue normalmente era realizada em 2 ou 3 diss, foi realizada em menos de 1 minuto, Os

“primers” recuperados ndo foram os mesmos em lodos 0% casos, porgue esta funcdo nao esta

-
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implementada por completo & nem todos os parémetros podem ser alterados por enguanto. Uma
vz complata, a ferramenta de desenvolvimento de “primers” também serd uma grande aliada na

desenvolvimento de marcadores microssatelites.,
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Flgura 9, Pagina parcial de resultados da busca no banco de dados FiRe, Examplo utilizando
a palavra chave “Muscomorpha” que recuperou 825 entradas, incluindo os microssatélites
desenvelvidos para C, hominivoras,



Da forma como & realizada atuaimente, a caracterizagcdo das seqiéncias de
microssatélites demanda um tempo excessivo. Muito tempo é despendido no processo de
transferéncia de dados de uma ferramenta para outra, além do fato de que em alguns passos é
necessario trabalhar individualmente com as seqUéncias obtidas. A utilizagdo de ferramentas
computacionais como o FiRe é, entdo, essencial no isolamento e caracterizacdo de marcadores
microssatélites, facilitando a anélise da grande quantidade de dados gerados e automatizando
procedimentos até entio realizados manualmente.

As ferramentas desenvolvidas tratam-se de um sistema integrado escaldvel, compasto
principalmente de um “pipeline” onde o usuario podera executar todos estes passos
rapidamente. Todos 0s parametros relativos ao processo serdo automaticamente calculados pelo
sistema, havendo também a possibilidade de o usuério alterar quaisquer par@metros dentro de
suas necessidades especificas.

O sistema proposto agilizard o processo de andlise de segléncias resultantes de uma
biblioteca de microssatélites, com a vantagem de ser altamente escalavel, aceitando um grande
namero de seqiiéncias simultaneamente.

As ferramentas foram criadas para atender as necessidades especificas de iniciativas do
Laboratério de Genética Animal, CBMEG, Unicamp, mas, com a crescente utilizacdo dos
marcadores microssatélites em diversas aplicagdes, elas serdo também extremamente Uteis
para outros grupos de pesquisa. Sendo assim, elas foram disponibilizadas através de uma
interface WEB, na qual o usuario pode submeter suas seqiléncias, como cromatogramas ou
arquivos FASTA, escolhendo diversos parametros ao longo do processo e realizando varias tarefas

automaticamente.

2.3.3.2 BANCO DE DADOS RELACIONAL

A criacdo e manutencgdo de um bancg de dados se mostraram necessarias devido & deficiéncia
dos bancos existentes que sdo, em sua grande maioria, iniciativas isoladas. Temos, por exemplo,
bancos de dados para Drosophiia, baculovirus, €. elegans, algodao, entre outros. O banco de
dados proposto abrangeria inicialmente, o filo Arthropoda, podendo ser ampliado para cutros taxa
em um futuro préximo. )

Além disso, varios destes bancos possuem informacgdes incompletas ou desatualizadas e
ndo permitem buscas avangadas, o0 que torna a pesquisa mais trabalhosa e lenta. O banco de
dados proposto terd diversas opgoes de busca avancada, por loco, tipo de motivo, quantidade de
repeticbes, taxon, autores, periddico publicado, entre outras, além da combinagdo de quaisquer
destes pardmetros, com a apresentagdc em uma interface clara e intuitiva e que permite a
andlise de dados de diversas formas, com tabelas, graficos e outros recursos, 0 que néo €

possivel em boa parte dos bancos disponiveis atualmente.,
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PARTE 2, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No decorrer deste estudo foram utilizados protocolos genéricos e eficientes para a
producdo de bibliotecas enriguecidas em microssatélites. A técnica descrita por White e Powell
(1997) e atimizada por Brondani et al. (1998), mostrou-se eficiente para isolar dez marcadores
microssatélites polimorficos a partir de uma biblioteca enriquecida e podera ser aplicada em
outras espécies, assim como podera ser adaptada para todas as classes (motivos} de
microssatélites.

A metodologia utilizada para a construgdo da segunda biblioteca e isolamento de novos
marcadores microssatélites mostrou-se ainda mais eficiente, economizando tanto tempo como
recurses quando comparada & metodologia utilizada inicialmente, tendo em vista que mais de
50 % dos clones obtidos possuiam microssatélites. Esta proporggo permitiu que todos os insertos
pudessem ser seqilenciados diretamente sem a necessidade de selegdo dos clones positivos.

Foram obtidos, ao todo, 17 locos polimorficos que, combinados, podem ser utilizados para
elucidar aspectos evolutivos como estruturagéo e fluxo génico nas areas de atual distribuicao de
C. hominivorax para monitorar sua expansao.

A utilizagdo destas novas metodologias, vem abrindo uma nova perspectiva e permitiu
ampliar as linhas de pesquisa no laboratério de Genética Animal, CBMEG, Unicamp. Atualmente
esta em andamento a caracterizagdo de marcadores microssatélites em outras cinco diferentes
espécies de moscas de importancia médico-veterinaria ou forense, apresentando também uma
alta eficiéncia.

Além disso, os 17 marcadores desenvolvidos para C. heminivorax estdo sendo utilizados
na amplificagdo heterdloga de locos de microssatélites em C. macellaria e vém apresentando
polimorfismo em seis locos, sendo que outros quatro ainda estdo sendo analisados (P. Carrara,
comunicagdo pesscal). Istc demanstra mais uma aplicagdo dos marcadores desenvolvidos.

Por fim, as abordagens para isolar e caracterizar microssatélites em C. hominivorax
motivaram o desenvolvimento do FiRe, um conjunto de ferramentas de bioinforméatica que devera
se tornar uma alternativa difundida entre varios grupos de pesquisa para facilitar o

desenvolvimento de marcadores microssatélites.
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CAPITULD 4

VARIABILIDADE GENETICA E ESTRUTURA ESPACIAL E TEMPORAL DE POPULACOES
GEQGRAFICAS DE Cochliomyia hominivorax DO URUGUAI

Tatiana Teixeira Torres & Ana Maria Lima de Azeredo-Espin

Doze dos 17 locos de microssatélites desenvolvidos foram utilizados para o estudo
populacional em Z. hominivorax, Amostras do Uruguai foram escolhidas para dar inicio a este
estuda devido & ampla amostragem oblida através do Projeto de Pesquisa Coordenado “Genetic
Sexing And Population Genetics Of Screwworms” (IAEA/FAQ). Este prajeto tem como um dos
objetivos analisar a vanabilidade genética e estruturagio de populacdes da mosca da bichelra em
toda a8 America do 3ul, visando a elaboragio de estratégias eficientes de controle. O Uruguai
representa ¢ extrema sul da distribuicao desta especie, sendo assim, uma regidgo candidata aos
primeirgs testes visando o controle efetivo desta praga.

Az analises que serao apresentadas a seguir, foram nicialmente realizadas nas amostras
de ¢ hominivoras obtidas em sete localidades distinkas no Uruguai no més de laneiro de 2003,
Este periods representa a estacdo favoravel a esta espécie, ou saja, apresanta uma alta
temperatura e um nivel de precipitagio pluvial elevade, Nesta analise foi observado um padrag
de estrutura populacional que nd&o era esperado no inicio do estudo. Este resultado motivou uma
comparacao tamporal da variabilidade genética e estrutura populacional, o que foi realizado

atraves da analise de amostras obtidas na estacao favordavel subsaquente, em 2004,

3.4.1 METCDOLOGIA DETALHADA
3.4.1.1 OBTENCAQ DE AMOSTRAS DE C. hominivorax NO URUGUAI

Larvas de . hominivorax foram obtidas diretamente em feridas de ammais infestados em
fazendas de criacdo de ovelhas ¢ gado em seig localidades no Uruguai, representativas de
diferentes regices geograficas: Dayman, Salto, Colonia del Sacramento, Bafados de Meding,
Cerre Colorado e Paso Muhoz e Joaquin 2udrez e em animais de menor porle (cdes @ gatos) na
area urbana de Suarez (Figura 10 e Tabela 11). As amostras foram obtidas em janeiro de 2003
por integrantes do laboratdno de Genética Animal, Unicamp e colabaradores do Projeto de
Fesquisa Coordenado {CRP) organizado pela FAD e [AEA,

As larvas de terceiro instar foram colocadas diretamenta na serragem até a fase de pupa.
Az larvas de primeirg 8 segundo instar, no entanto, foram mantidas em carne maoida ate atingirem
a fase de pupa em cnagdo nd laboraldrio de Genética Animal, Unicamg.

Amostras de  C. hominivorax tambem foram coletadas em 2004 em cince das seie
localdades citadas antenorments, San Antenlo, Colonia del Sacramento, Banados de Meding,

Cerrg Colorado e em Joaguin Suarez (Figura 10 e Tabelz 11) por participantes e colaboradares do
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CRP/IAEA. Larvas de primeiro e segundo instar foram fisadas em etanol absoluto e entdo

erviadas. Larvas de terceino instar foram enviadas em frascos com serragem € mantidas em

criacdc no laboratorio de Genetica Animal, Unicamp,
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Flgura 10, Locais e ang da cnlei.—: das dl‘l‘l-:l"_-ull':‘lE de C. hominivorax do Uruguai.

Extracao de DNA de individuos de C. hominivorax
A extracac do DNA tolal de individuos de C horminivorax Toi realizada como descrito por Infante-

Vargas e Azeredo-Espin (1995). O precipitado final de DMA foi ressuspendido em T.E. com

volumes entre 50 e 200 pl, depandendo do estado de conservagao da amostra,

3.4.1.2 ANALISE DOS DADOS DE MICROSSATELITES

Dateccdo do polimorfismo dos locos de microssaléliles
Doze locos foram selecionados para caracterizar a varabilidade genstica de populacies desta
espécie provenientes do Urugual (CHOI, CHOE, CHOS, CHIO, CH11, CH12 CH14, CH15, CH20,

CHZ21, CH24 e CH2G), As amplificagdes via PCR dos locos de microssatelites foram realizadas em



reacdes como descritas por Torres et al (2004). Uma amostra do DNA plasmidial do clone
contendo o alelo originalmente clonado e seglenciade foi utilizada nas amplificagoes coma um
controle positivo, bem como amostras previamente caracterizadas de cada alela identificado em

cada loco,

Tabela 11. Localidades ¢ o nomero de individuas amestrados em cada uma das localidades do Uruguai

com suas respectivas informagies geogrdficas.

Mo, de individweos

{Mu nici;gl.:flli;;j;dr?amentm 5 m[jr;és 1L cniztgé 3 LANHICE HRREIde
Dayman, Paysanda 19 (01) 31°33 005 57° 57 00W
San Antonio, 3alto 2121 2002) 31°24'005 S57° BB OOW
Coloma del Sacramento , Colonia 15 (01) 16(01,02) 34°200005 57 86'00W
Banados de Medina, Cerro Largo 24 [01) 16 {05) 32°23' 005 547 21'00W
loaquin Suarez, Canelones 15001) 36 (02) 34°44'Q05 56" 0200 W
Cerra Colorado, Florida 29(01) 3Z2(12-.03,04) 33°*52°005 bBE® 33'00W
Paso Mufioz , Salto 15(01) 3127005 Be" 23 00W

* Dezembro de 2003

Eletroforese e Colgracao com Prata
(O preparo das placas e do pgel de poliacrilamida & o método de coloragao utilizado foram
realizados como descrito por Creste et al. (2001).

A anallse dos produtos de PCR foi realizada diretamente no gel seco. 0s tamanhos dos
alelos foram estimados através da comparagaae com o padrio de peso molecular, Ladder 10pb

Hinvitrogen), com o controle positivo e com os diferentes alelos ja caracterizados.

Variahilidade Genetica
Foram estimados o tamanho médie dos produtes de PCR, a heterogigosidade observada ¢ a
esperada e o numers medio de alelos para cada loco.

0 calculo da diversidade alélica (“allelic richness”, Da) de cada populacio fol realizado no
programa Fstat de acordo com Goudet ef al. (1996), pois atraves desta estimativa é possivel
comparar a variabilidade entre as diferentes subpopulactes independentemente do tamanho
amostral.

Cada loco foi testado para verificar desvios no eguilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando
testes implementados no programa GENEPOP (Raymond & Rousset, 1995). Uma estimaliva nao
erviesada da prababilidade exata foi obtida usando o modelo de cadeia de Markov ("Markov-
chain”} de Guo & Thompson (1992), utilizando oS seguintes pardmetros: 100 séries de 1000

iteracoes com 1000 passos de desmemaorizacas,
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A freqliéncia de alelos nulos, a amplificacdo preferencial de alelos menores e possiveis
erros de genotipagem devido a presenga de bandas fantasmas, foram verificados no programa
MICROCHECKER (Van Qosterhout et al., 2003).

0 desequilibrio de ligagao entre pares de locos dentro de cada populaggo foi investigado
utilizando o programa FSTAT (Goudet, 1995). O P-valor foi obtido através da associagéo aleatoria
de genétipos seguida de um novo célculo da estatistica sobre os dados gerados aleatoriamente.
0 P-alor foi entdo estimado como a proporcdo das estatisticas obtidas sobre 0s conjuntos de
dados gerados que € maior ou igual & observada.

0Os niveis de significincia estatistica para testes estatisticos simulténeos foram corrigidos

utilizando-se o procedimento seqitencial de Bonferroni (Rice, 1989).

Variabilidade interpopulacional Espacial

A distribuicdo da variabilidade genética global foi analisada através do calculo da estimativa de
Fsr, Bsr {Weir & Cockerham, 1984). Uma estimativa ndo enviesada de Fsy, 8, foi calculada no
programa FSTAT (Goudet, 1995). O ndmero médio de migrantes entre as popuiagdes por geracdo
(Nm) foi estimado com base em alelos exclusivos (Barton & Statkin, 1986).

A diferenciagao entre pares de populagdes também foi estimada a partir da variancia nas
frequéncias alélicas segundo Weir & Cockerham (1984). A significancia estatistica das
estimativas de Fsr global e entre pares de populagdes foi testada através da permutagao de
genodtipos entre populagdes (Goudet et al., 1996).

0O modelo de estrutura genética de populagdes de isclamento por distancia foi testado
através da regresséo linear de Fsi/{1 - Fsr) (entre os pares de populagdes) contra o logaritmo

natural das distdncias geograficas entre pares de populacdes (Rousset, 1997).

Variabilidade Interpopulacional Temporal

A diferenciacdo genética temporal entre as populacbes dos diferentes periodos, foi analisada
através do calculo da estimativa de Fsr, 8 (Weir & Cockerham, 1984). A significancia da
diferenciacéo temporal foi acessada através do teste G (Goudet et al. 1996) como implementado
no Fstat. Os gréficos foram desenhados airavés do pacote estatistico R (R Development Core
Team, 2006). _

Mudancas temporais na diversidade génica (He) e na diversidade alélica (“allelic
richness”, Da) em cada populagio foram testadas de acordo com Goudet et al. {1996). Neste
algoritmo, inicialmente é calculado o valor observado da diferenca de He ou Da entre as duas
datas:; por exemplo, “dif He" = [He(ano 1) - He (ano 2)]. Os individuos sdo entdo aleatoriamente
distribuidos e “dif He" ou “dif Da” é calculado para cada conjunto de dados aleatdrio, gerando uma
distribuigdo de “dif He” ou “dif Da". O P-valor € a probabilidade de se obter, na distribui¢do

aleatéria, um valor de “dif He” ou “dif Da” maior ou igual ao observado.
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Evigdéncia de reducdo (gargalo) populacional recente

Para testar a evidéncia de uma reducdo recente no tamanho efetivo das populacoes (Ne), 0s
dados foram analisados utilizando o programa BOTTLENECK 1.202 (Cornuet & Luikart, 19986; Piry
at al., 1999). Foram calculadas estatisticas para os trés modelos de mutagio, passo-a-passo
("Stepwise Mutation Model”, SMM), duas-fases (“Two-phase Model”, TPM) e 0 modelo de alelos
infinitos (“Infinite Allele Model”, IAM).

O teste “Wilcoxon signed-rank” foi utilizado para testar a hipdtese de que “a diferenca
entre as diversidades génicas esperadas e obhservadas para cada populagdo ndo sdo
significativamente diferentes de zero”. Este teste possui um alto poder estatistico e pode ser
utilizado mesmo quando poucos locos (pelo menos quatro) e um pequeno hdmero amostral sdo
empregados nas analises (para atingir um maior poder estatistico, & recomendado que se utilize
de 15-40 individuos e 10-15 locos polimérficos) (Cornuet & Luikart, 1996; Piry at al., 1999).

3.4.2 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Variabilidade Gendética

O namero de alelos, a heterozigosidade observada, Ho, e a heterozigosidade esperada, He, por
loco e por populagéo sao indicados nas Tabelas 12 (amostras obtidas no ano de 2003) e 13
(amostras obtidas no ano de 2004). Os doze locos utilizados apresentaram-se polimdrficos nas
amostras de C. hominivorax analisadas.

A composicao dos alelos de um conjunto amostral pode ser utilizada para se determinar o
valor da heterozigosidade esperada (He), que pode ser definida como a proporcdo média de
heterozigotos por loco em uma populagdo, aleatoriamente cruzada, ou a probabilidade de que
dois individuos retirados ao acaso da populagdo tenham aleios diferentes em determinado loco.

A heterozigosidade esperada ndo-enviesada de Nel (1978) foi utilizada por ser uma
estimativa mais apropriada no caso de conjunto de dados amostrais pequeno (menor que 50

individuos par populagao).
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Tabela 12. Diversidade genética de amostras de C. hominivorax de cinco diferentes localidades ao
longo do territério Uruguaio obtidas em 2003.

Dayman S. Antonio Colenia B. Medina 1. Sudrez C.Colorado P. Mufioz
CHO1
Na/ Ta 6/19 6/21 5/15 6/24 5/15 6/29 5/15
Ho 0.3158 04762 0.6333 0.5833 0,6667 0,5172 0,5333
He 0.6230%* 0.7607 0.7517 0.6809 0,6943 00,5826 0,7126
CHOS
Na/ Ta 4719 5/21 6/15 T/24 5/1b 7/29 5/15
Ho 0.6316 0.5238 0.7333 0.4167 0,56333 0,5172 0,8000
3 0.5874 (0.6120 0.6552 0.6746 0,4460 0,6636* 0,7747
CHOS
Nz / Ta 3/18 4720 4715 7/24 2/15 6/28 5/15
Ho 0,2778 0.4500 0.5333 0.7917 0,2000 0,5357 0,5333
He 00,3317 0.4423 05724 0.72186 0,3701 0.6227 0,629%9
CH1O0
Na/ Ta 6/1%2 6/21 6/156 6/24 4715 5/25 5/145
Ho 0.3684 0.1905 0.2000 0,2917 0,6000 0,0400 0,4000
He 0.6344* 0.65912* 0.7885* 0,7101* 0,6598 0,5167* 00,4989
CH11
Na/ Ta 4/18 a/21 8/15 8,/22 9/15 7/28 7/15
Ho 0,6111 0,56714 0,7333 0,6364 0,6667 0,4286 0,4000
He 0,6333 00,7468 0,7770 0,8245%* 0,8253 0,7247* 0,6943*
CH1Z2
Neg/ Ta 8/18 8/21 8/15 8/24 5/15 9/29 7/15
Ho 0,8333 0,7143 0,6000 0,9167 0,6000 0,7241 0,8000
He 0,8476 0,8479 00,8736 0,8475 0,6460 0,8173 0,7931
CH14
Na/Ta 7/19 7721 6/ 15 8/23 4/15 6/28 5/15
Ho 0,4737 0,4762 0,5333 05217 0,6000 0,6357 0,6333
He 0,8000* 0,6690* 0,7425 0,6135 0,6713 0,8019* 00,6713
CH15
Na/ Ta 7/18 a/21 6/15 6/24 3/15 7/29 5/15
Ho 0,5556 0.4762 0.5333 00,3750 0,2667 0,2759 ,4000
He 0,8381* O, 7770%* 0,7862 0,7943% 0,5080 0,7883* 0,7310*
CH20
Na/ Ta 7719 7/21 5/15 /24 5/15 6/29 4715
Ho 00,3684 0,4762 0,5333 0,5000 0,8000 0,6897 0,5333
He 0,7084~* 0,7120 0,6414 0,6835* 0,7540 00,7048 10,6920
CH21
Na/ Ta 14 /19 10/ 20 14 /15 12/24 9/15 i2/29 9/15
Ho 0,7895 0,7500 0,8667 0,8333 0,6333 0,6429 0.6000
He 0,9289 0,8603 (,9402 0,8670 0.8506* 0,9039* 0,8874*
CH24
Na/ Te 4/18 5/21 5/13 6/23 3/15 6/21 5/15
Ho 0,5556 0,3810 41,0000 0,4783 0,6000 0,5909 0,6000
He 0,6873 0,8130~* 0,7846  0,7749*% 0,6069 0,7505 0,7793
CH2&
Na/ Ta 10/ 18 11721 8/15 10/ 24 5/15 11/ 28 11/ 15
Ho 0,9444 0,7619 0,7333 0,7500 0,8667 0,9643 1,0000
He 0,8746 0,8850 00,8529 0,8466 0,6874 0,8916 0,8943
Todos
Na 8,67 7,25 6,75 7,58 4,02 7,33 6,08

Ho média 0,5604 0,5206 0,6278 00,5912 05778 0,5385 0,5944
He média 0,7080%* 0,7270* 0Q,7639* (,7535* 0,6433* 0,7307* 0,7299*
Na, nimerc medio de alelos por laco; Ta, ndmero de amostras analisadas por loco e por populagéo;
He, estimativa ndo enviesada da heterozigosidade esperada; Ho, heterozigosidade observada;
* Desvio significativo das proporgdes de H-W, ap6s o procedimento seqiiencial de Bonferroni (o = 0.05).
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Tabela 13. Diversidade genética de amostras de C. hominivorax de cinco

diferentes localidades ao longo do territério Uruguaio obtidas em 2004.

S. Antonio Colonia B. Medina 1. Sudrez C.Colorado
CHOQZI
Na/ Ta 5/20 3/16 5/16 7/36 6/31
Ho 0,5500 00,3125 0,5625 0,5848 0,5161
He 0,6064 0,4113 0,7339 0,6946 0,7076*
CHO5
Na/ Ta 5720 4 /18 6/ 15 7/33 7732
Ho 0,4500 0,3750 0,6000 0,6970 0,9063
He 00,6526 00,5746 0,6161 0,8172 00,7505
CHO9
Na/ Ta 3/15 3/15 4/13 6/36 6/ 27
Ho 0,2000 0,1333 0,1538 0,4054 0,4444
He 0,3494 0,3425 0,3446 0,5946 0,7086%*
CH10
Nz / Ta 6/18 4/14 5714 9/31 5/29
Ho 0,3333 0,142¢ 0,1429 0,2258 0,2069
He 0,7841~* 0,6370* 0,6772* 0,8059~ 0,6655%*
CH11
Na/Ta 6/19 4715 5/16 8/33 5/28
Hao 0,4211 0,0667 00,3125 0,5455 0,4286
He 0,7070 0,6552* 0,6653* 0,8196* 0,6981*
CH12
Na/Ta 10/ 20 6/16 8/15 10/ 36 9/31
Ho 0,9000 0,8750 0,8333 0,7568 0,8065
He 0,9077* 0,7802 0,8736 0,8519 0,7996
CH14
Na / Ta 4/20 5/16 8/16 7/35 6/31
Ho 00,1500 0,1875 0,5625 0,2500 00,1613
He 0,5936%* 0,6310% 0,7540% 0,7422* 0,7753*
CHI15
Na/Ta 6/17 5/16 /14 8/33 8/28
Ho 0,2941 0,4375 0,5714 0,4242 0,2143
He 0,7291* 0,6956%* 0,7725 0,8131+* 0,8286*
CH20
Na/ Ta 4/17 3/16 5/16 6/35 6/32
Ho 0,4118 0,0625 0,5625 0,5143 0,4688
He 0,6827 0,6069* 0,6532 0,6683 0,5119
CH21
Na/ Ta 12 / 20 11/ 186 14 /15 16 / 36 10/ 32
Ho 1,0000 0,8125 0,9333 0,.5649 0,6875
He 0,9064 0,0093* 0,2103 00,8842 0,8467*
CH24
Na/ Ta 5/20 4716 4716 5734 5/29
Ho 0,4500 0,3750 0,4375 0,6286 0,4483
He 0,5833 0,5020 0,6552 0,6803 0,7217*
CHZ26
Na/ Ta 10/ 18 7/16 12 /15 8/3b /32
Ho 0,7222 0,9375 0,8667 0,8056 0,9688
He 0.8667 0,8589 00,9149 0,8635 0,8457
Todoes
Na 6,33 4,92 6,58 8,08 6,92
Ho média 00,4902 0,3932 0,5532 0,5605 0,5215
He média 0,6974* 0,6254% 0,7142* 0,7700* 0,7383*

Na, nimero médio de alelos por loco; Ta, n° de amostras analisadas por loco e por populacdo;
He, estimativa ndo enviesada da heterozigosidade esperada; Ho, heterozigosidade observada;
* Desvio significativo das proporgdes de H-W, apds o procedimento seqgiiencial de Bonferroni.
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Nas amostras de 2003, a heterozigosidade esperada (Hg) variou de 0,3317 {Dayman, loco
CHO9) até 0,9402 (Colonia del Sacramento, CH21}, com uma média de 0,7223. Em 2004, a
heterozigosidade esperada variou de 0,3425 (Colonia del Sacramento, CHO9) até 0,9149
(Bafiados de Medina, CH21), com média de 0,7091. O nimero de alelos detectado por loco foi
moderado em 2003, e variou de 2 a 14 com uma média de 6,65 alelos por loco e por populagao.
Em 2004, o nimero de alelos variou de 3 a 16 com uma média de 6,57.

Cada loco foi testado para verificar desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg, testando a
hipétese de que os gendtipos diplbides observados s&o um produto da uniao aleatdria de
gametas. Desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg foram verificados em todas as
localidades analisadas (Tabelas 12 e 13). Em todos os casos o0s desvios ocorreram devido a um
excesso de homozigotos.

0 desvio nas proporces de Hardy-Weinberg tanto nas amostras de 2003 como nas de
2004 poderiam ser um resultado do efeito de Wahlund, ou seja, a presenca de sub-estruturagao
na populacdo. Este efeito poderia ter sido gerado devido & amostragem de larvas de diferentes
fazendas dentro em algumas das localidades, mas 0s desvios foram observados de maneira
generalizada em todas as amostras, ndo somente nagquelas em gue mais de uma fazenda foi
amostrada. Além disso, estes efeitos deveriam ser aparentes na maioria dos locos
individuatmente entre as populacgdes, o que nao foi o caso nos dois conjuntos de dados.

Qutro fator que poderia ser responsdvel pela observacio de desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg é a presenga de alelos nulos. Mesmo com a utilizagdo de diversos locos, foi
detectado desvio nas propor¢des de Hardy-Weinberg de uma forma generalizada. O loco CH10,
apresentou desvios significativos em 10 dentre as 12 amostras (2003 e 2004) e, além disso,
amostras que normalmente apresentavam amplificagdo ao serem analisadas com os outros
locos, ndo apresentaram produtos, mesmo apds varias tentativas com este loco. Esta ocorréncia
& um forte indicativo da presenga de um ou mais alelos nulos neste loco. Para este loco a
fregiiéncia de alelos nulos foi estimada segundo Brookfield (1996). A ocotréncia de alelos nulos
pode levar a um aparente desequilibrio e mostrar um excesso de homozigotos quandc sua
freqliéncia é alta (acima de 10%).

No caso do loco CH10 esta freqléncia foi de 2 a 35% nas subpoputacgdes; sendo assim
deve-se tomar um maior cuidado ao se fazer inferéncias com base neste loco isoladamente.
Contudo, a exclusdo deste loco das analises, ndo representou uma alteracdo nos resultados
(dados ndo mostrados). Assim, a possibilidade da ocorréncia de alelos nulos em alguns locos,
ndo deve ser descartada, mas outros fatores podem estar exercende uma maior influéncia nestes

resultados.
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Um dos fatores que podem ser destacados € a ocorréncia de alterages demograficas que
afetaram as populagdes de C. hominivorax. Tais alteracbes podem ter sido causadas pela
diminuigGo na temperatura e umidade no inverno Uruguaio e/ou aplicacdo recorrente de
inseticidas, que podem ter causado mortalidade em massa e conseqiente redugdo ou extingdo
local de populagdes seguidas por recolonizacéo.

Os desvios das proporgdes de Hardy-Weinberg podem também ter resultado dos
peguenos tamanhos amostrais que podem ter reduzido a probabilidade da amostragem dos
possiveis gendtipos em uma populacdo (Weir, 1996).

Foi detectado desequilibrio de ligagao (P < 0,05) em 140 de 792 comparacdes entre 0s
pares de locos analisados em cada amostra de 2003 e 2004, Todas as amostras apresentaram
desequilibrio de liga¢gdo em pelo menos um par de locos. ApGs a corregdo seqlencial de
Bonferroni (Rice, 1989) este nUmero foi reduzido para 32.

Os desequilibrios encontrados podem ter sido causados por uma série de fatores,
incluindo a ligacao fisica entre ou locos no cromossomo, endocruzamento, deriva genética ou
eventos de migracdo (Hedrick 1999). A localizagdo nos cromossomos (2n = 12) dos locos de
microssatélites utilizados ainda ndo é conhecida para C. hominivorax. Desta forma, nd&o se pode
rejeitar a possibilidade de ligagdo fisica entre os locos. Entretanto, devido ao processo de
isolamento destes microssatélites utilizando ao acaso diversos fragmentos do genoma de
C. hominivorax, a ligagé@o fisica dos pares de locos nos cromossomos nao deve ser a principal
responsavel pelo grande nimero de observagdes de desequilibrio de ligacéo.

Eventos de extingdo-recoionizagido geralmente implicam na ocorréncia de eventos de
endocruzamento, deriva e migracd@o e podem explicar em parte os desvios encontrados, devido &

miscigenacac de populagdes (Meunier et al. 2004,

Diferenciacdo Interpopulacional
As sete popuilagbes exibiram distribuigbes alélicas muito parecidas, compartilhando na maioria
dos casos 0s mesmos alelos predominantes (Anexo 2).

Duas estimativas de diferencia¢do interpopulacional sdo as mais empregadas para
analisar distribuicdo da variabilidade genética dentro das populagdes e entre elas utilizando
dados de microssatélites, a estimativa de Fsr, 8sr (Weir & Cockerham, 1984), a estimativa do Rsr,
psr, andlogo do Fsr para microssatélites (Slatkin, 1995). Neste estudo apenas a estimativa de Fsr,

foi empregada (Quadro 7).
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QUADRO 7. QUAL £ A MELHOR ESTATISTICA PARA DADOS DE MICROSSATELITES?

Em marcadores microssatélites, a maioria das mutagbes parece envolver ganho ou perda de
uma unidade de repeticdo (Weber & Wong, 1993) e, conseqientemente, estes marcadores
exibem uma alta taxa de homoplasia. Esta alta taxa pode levar a uma estimativa reduzida da
guantidade total de variaggo e disténcia genética e uma estimativa aumentada das
similaridades entre populagdes. Para tentar minimizar este viés, 0 modelo proposto por Kimura
& Ohta (1978), o SMM (“Stepwise Mutation Model”), passou a ser utilizado para dados de
microssatélites. Neste modelo, os alelos podem sofrer mutagdo através do ganho ou perda de
uma unidade de repeticdo. O IAM e o SMM possuem as suas estatisticas associadas, as
estimativas de Fsr (Wright, 1978), como o 8 de Weir e Cockerham (1984}, e as estimativas de
Rsi, 0 p de Slatkin (1995).

A probabilidade de identidade (por descendéncia ou por estado) de dois alelos diminui
com o aumento da taxa de mutacdo (Rousset, 1996). Como o Fsr € uma fungao das
probabilidades de identidade, ele tem uma estimativa sub-estimada quando a taxa de muta¢ao
& alta (Balloux et al, 2000; Hedrick, 1999; Wright, 1978). Estatisticas baseadas em
probabilidade de identidade ndo sdo suficientes para separar os efeitos de mutacio e
migracao (Batloux & Goudet, 2002). Sendo assim, é necessario considerar também a distancia
evolutiva entre os alelos e, para este caso, a estatistica mais comumente utilizada & o Rsr.
Existe, no entanto, uma grande desvantagem na utilizagdo do Rst: a alta variéncia associada,
que € a maior dentre outros descritores de estrutura populacional, como o Fsr.

Gaggiotti et al. em 1999, compararam a performance dos dois estimadores em duas
populagdes, concluindo que a performance relativa de Fsr e Rsr dependia principalmente do
tamanho amostral. Segundo eles, o Fsr é mais adequado guando é utilizado um pequeno
nimero amostral ou quando poucos locos (< 10} sdo utilizados. Em 2002, no entanto, Balloux
e Goudet chegaram uma conclusdo diferente ao testar especificamente as propriedades
estatisticas de ambos descritores. Os autores utilizaram simulagdes em computador, criando
populacdes com diferentes niveis de fluxo génico, taxas de mutagdo, nimero e tamanho de
populagdes. Eles concluiram que a petrformance dos estimadores ndo & dependente do
tamanho amostral, mas, principalmente, do nivel de estrutura¢do populacional. Em populagdes
altarﬁente estruturadas (Nm = 0.1), o Rsr{como calculade por Michalakis & Excoffier (1996))é
o melhor; em populacdes com uma baixa estruturagio (Nm = 10) Fsr € a melhor escolha. Com
Nm = 1, o Rsr (como calculado por Goodman (1997)) tem, geralmente, uma melhor
performance, com excecdo de quando o nimerc amostral € pegueno (ndmero pequeno de
populagdes e/ou poucas populacdes), no gual o Fsr é a melhor estatistica. Segundo os autores,
a n3o ser que seja utilizado um nimero muito pequeno de locos, Fsr devera ser a estatistica de

escolha, particularmente em amostras com fluxo génico de moderado a alto.
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Para as amostras de 2003, a estimativa global de Fsr foi 0,030 (P < 0,0001), ou seja, foi
detectada uma estruturacdo populacional baixa, mas significativa nas amostras analisadas. O
nimero médio de migrantes entre as populagdes por geracio (Nm) baseado em alelos exclusivos
(Barton & Slatkin, 1986) foi 6,25, indicando um grande fluxo génico mesmo entre iocalidades
geograficamente distantes, 0 que estd de acordo com a alta taxa de dispersdo descrita para C.
hominivorax (Mayer & Atzeni, 1993), associada & auséncia de barreiras naturais no Uruguai. O
fluxo génico tem sido amplamente discutido em relagdo & sua magnitude e influéncia na
estrutura genética das populagdes. A importancia do fluxo génico em populagdes naturais esta na
homogeneizacao das frequéncias alélicas entre as populagbes pequenas, contrapondo os efeitos
da deriva genética. O alto fluxo génico entre as amostras de C. hominivorax poderia explicar a
baixa diferenciag¢ado inter-populacional em 2003.

A maior parte da variago foi encontrada dentro das populagdes geograficas,
corroborando os resultados previamente obtidos através PCR-RFLP do DNA mitocondrial (Lyra et
al., 2006) utilizando 0 mesmo conjunto amostral. Nesse trabalho, no entanto, a diferenciacao
encontrada néao foi estatisticamente significativa e as amostras analisadas faram consideradas
como constituintes de uma Gnica populagédo panmitica.

Diferen¢as entre marcadores nucleares e mitocondriais também foram encontradas em
varios outros estudos (Kim et al., 1998; Wilmer et afl., 1999: Piertney et al., 2000; Wirth &
Bernatchez, 2001; Johnson et ai., 2003). Entre outros fatores como diferencas na intensidade de
selecdo e forma de heranga, a diferenga encontrada pode ser explicada por diferengas nas taxas
de mutagdo dos marcadores. Taxas de mutagdo em marcadores microssatélites sdo mais altas
que as taxas registradas em marcadores de DNA mitocondrial (Frankham et al. 2002). Este fato
pode levar a detecgdo de uma maior nivel de estruturagdo em marcadores microssatélites. Neste
caso em particular, a andlise de poucos sitios do DNA mitocondrial (DNAmt) através de PCR-RFLP,
também pode ter enviesado os resultados.

Uma outra explicagéo possivel € a disperséo diferencial entre machos e fémeas. Piertney
et al. {2000) demonstraram, utilizando niveis observados de dispersdo mediada por fémeas, que
a estrutura popufacional detectada por marcadores microssatélites pode ser maior que a
estrutura inferida através de marcadores de DNAmt. Mayer e Atzeni (1993) verificaram uma
dispersdo maior de fémeas de C. hominivorax com relagdo aos machos (Tabela 14). Esta
diferenca de dispersdo, no entanto, deveria ser extremamente alfta para que fossem geradas

diferengas significativas nos indices de diferenciacéo.

Tabela 14. Distdncias médias (em km) de dispersdo de adultos
de C. hominivorax. Adapiado de Mayer e Atzeni (1993).

Habitat Ideal Desfavoravel
Fémeas 2,85 22,07
Machos 1,25 9,64
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As estimativas de Fsr entre pares de subpopulagbes de 2003 variaram de 0.0060 a
0.0820 (Tavela 15) e nao foram significativamente diferentes de zero para seis de 21 pares. As
populacdes de Cerro Colorado e Joaqguin Suarez diferenciaram-se significativamente das outras

amostras.

Tabela 15. Diferenciacdo populacional {estimativas de Fs7) entre pares de populagies do Uruguai de 2003

Area de estudo S. Antonio  C. Colorado Colonia B. Medina J. Suérez P, Mufoz
Dayman 0,0139ns 0,0144% 0,0180* 0,0252Ns 0,0601* 00,0215
S. Antonio 0,0174% 0,0087Ns 0,0195* 0,0685* 0,0214ns
C. Colorado 0,0189* 0,0185* 0,0650%* 0,0319*
Colonia 0,0060Ns 0,0633* 0,0301*
B. Medina 0,0820* 0,0283*
J. Suarez 0,0585*

NS, ndo significativo; *, significativo com o = 0,05 apds a correcao de Bonferroni.

Diferentemente do ano anterior, em 2004 foi obtido um valor moderado de Fsr igual a
0,059 (P < 0,0001). No entanto, este aparente aumento na diferenciagao populacional apds um
ano, ndo foi estatisticamente significativo {“Wilcoxon signed-rank test”, P = 0.2451) Em 2004, o
namero de migrantes por geracdo foi de 2,11 migrantes por geracao.

Em 2004, as estimativas de Fsr entre pares de subpopulagdes variaram de 0.0213 a
0.1103 (Tabela 16) e nao foi significativo para um dnico par de subpopulagées: Banados de
Medina x San Antonio.

Tabela 16. Diferenciacéo populacional (estimativas de Fsr) entre pares de populacoes do
Uruguai de 2004

Area de estudo Colania S. Antonic B. Medina C. Colorado
Suarez 0,0824* 0,0405* 0,0213* 0,0424*
Colonia 0,1103* 0,0841* 0,1049*
S. Antonio 0,0267Ns 0,0637*
B. Medina 0,0557*

NS, ndo significativo; *, significativo com a = 0,05 apos a correcao de Bonferroni.

A correlagdo entre as disténcias genéticas e geograficas das amostras do Uruguai nao foi
significativa apos o teste de Mantel tanto nas amostras de 2003 (P = 0,54000, Figura 11A), como
nas amostras de 2004 (P = 0.64300, Figura 11B}.

Uma vez que migragdo restrita resulta em uma correlagdo positiva entre distancia
geograficas e genéticas (Slatkin, 1993), modelos simples de migra¢do nao sao suficientes para
explicar a baixa diferenciacio entre as populagdes de C. hominivorax no Uruguai. Um fator que
deve ser observado no caso desta espécie é a possibilidade de ocorréncia de migragao passiva

das larvas através do movimenio de animais infestados entre diferentes fazendas, que ocorre
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devido a praticas inadequadas de manejo e falta de fiscalizacdo no transporte de animais
domésticos entre as diferentes regides do Uruguai.

Alternativamente, a auséncia de isolamento por distédncia pode ser um indicativo de um
evento recente de recolonizagdo (Slatkin, 1993). Considerando novamente a hipftese de
mortalidade em massa, devido a condigbes climaticas adversas e/ou aplicagio de inseticidas,
seguida por uma recolonizagdo em uma época climaticamente favoravel por uma grande
populacao que se dispersasse rapidamente no Uruguai, seria possivel explicar methor tanto a
auséncia de isolamento por distadncia, como os desvios encontrados no equilibrio de Hardy-

Weinberg e o desequilibrio de ligag8o entre varios pares de locos.

A Teste do modelo de isolamento por distancia B Teste do modelo de Isolamento por distancia
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Figura 11.Teste do isolamente por distancia. Regressao linear de Fsi/(1 - Fs7) entre 0s pares de populactes
contra ¢ logaritmo natural das distancias geograficas entre pares de populagdes. A, subpopulacdes obtidas
no ano de 2003. B, subpepulagdes obtidas no ano de 2004.

Diferenciacdo Temporal

Nas populagées do Uruguai estudadas em dois anos diferentes foi observada uma diferenca
significativa nos valores de He na subpopulacdo de Joaquin Suédrez, onde ocorreu um pequeno
aumento na diversidade génica e alélica (Tabela 17) e na subpopulacdo de Colonia del
Sacramento onde ocorreu uma diminuicdo da variabilidade.

Geralmente, a diminuicao temporal da variabitlidade genética medida em termos de Hr é
considerada como uma evidéncia de que a populagao sofreu uma redugdo populacional. No caso
da hipétese de extingao-recolonizacdo, poderia se esperar uma reducéo da variabilidade, o gue
ndo foi observado no caso deste conjunto de dados. No entanto, Nei et af. {1975) mostrou que,
para uma populagdo isolada, a heterozigosidade apds um gargalo é determinada tanto pela
magnitude da redugdo populacional como pela taxa de crescimento da populagdo apds o evento.

A manutencdo da variabilidade genética devido a uma alta taxa de crescimento destas
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populages é coerente com a observagao empirica de dinamica populacional de C. hominivorax e
com a alta sensibilidade a variagdes microgeograficas observada nesta espécie (Phillips et al.,
2004). Esta espécie sofre uma drastica reducao populacional no periodo de seca, que equivale
a0 inverno Uruguaio, e se recupera rapidamente nas estagdes chuvosas. Assim, a subpopulagac
de Colonia sofreu uma reducédo da variabilidade provavelmente devido a um gargalo populacional
mais severo que nas outras subpopulacdes ou foi recolonizada por um nGmero menor de
individuos ou ainda por individuos provenientes de uma unica populagao fonte.

Foram encontrados nas populacdes testadas, em geral, valores de 8 temporal maiores
que os valores para diferenciagdo espacial (Tabela 17). Como a variagao temporal ocbservada
entre populagoes de C. hominivorax do Uruguai foi significativa e apresenta uma maior magnitude
que a variagdo entre as populacdes de uma mesma data, pode-se inferir que a diferenciacéo
espacial observada ndo é decorrente de diferencas genéticas fixadas entre as diferentes

localidades amostradas.

Tabela 17. Diferenciacdo populacional temporal nas amostras do Uruguai. SGo dados os valores das
estimativas de Fsr e os valores de P para a diferenciacdo entre as diversidades génicas (Hg) e diversidades
alélicas (Da, “allelic richness”) obtidas em duas datas diferentes.

Parametro testado

Populagées 0 He Da

2003 x 2004 2003 2004 Pvalor 2003 2004 P-valor
San Antonio 0,049* 0,7270 06974 00,3173 3.9 35 0,3846
Colonia 0,096* 0,7639 0,6254 0,0031* 4,0 3.2 0,0206*
B. Medina 0,049* 0,7535b 0,7142 00,5419 4,0 3,9 00,8937
J. Suérez 0,074* 00,6433 0,7700 0,01860* 3,2 4,1 0,0185*
C. Colorado 0,070* 0,7307 00,7783 G, 7718 4,0 3,7 0,4234

NS, ndo significativo; *, significativo & = 0,05

Devido a variagbes temporais, as diferengas genéticas entre as localidades sao
transientes, e modificadas, por exemplo, a cada estagéo favoravel. Desta forma, cada localidade
ndo constituiria uma entidade genética definida, mas apresentaria flutuagbes com o tempo. Este
padréo também foi observado na mosca Drosophila buzzattii (Barker et al. 1986), no molusco
bivalvo Spisula ovalis (David et al. 1997) e no molusco Phalacrus substriatus (Ingvarsson et al.,
1997).

A variabilidade e estrutura de populagdes depende fortemente dos detalhes dos
processos de extingdo local, recolonizagdo, e migracéo (McCauley, 1991; Harrison & Hastings,
1996). 0 surgimento de uma nova populagdo apds a extingdo da populagdo gue inicialmente
ocupava o habitat, o “turnover” de populagdes, pode levar ao aumento, manutencio ou a
diminuicdo da diferenciacdo populacional, dependendo da origem e numero dos migrantes, ou
seja, se eles sdo provenientes de apenas uma ou de diferentes subpopulagdes locais e se seu

nimero é maior ou menor quando comparado ao ndmero de migrantes para populagoes

[N PR B e R SRR SR HP CHCADALAC A nCACACACACACACACAC M CACAL AL AEACARACAC A CACACALALAEALACARALACACSCiCACACARCACAEECACAC 75



estabelecidas (Wade & McCauley 1988; Whitlock & McCauley 1990; Barton & Whitlock 1997).
Flutuagdes no tamanho populacional, a magnitude e duragdo do gargalo e o nivel de
endocruzamento também podem afetar a variabilidade genética e a diferenciacdo populacional
(Harrison & Hastings 1996; Hedrick & Gilpin 1997; Pannell & Charlesworth 2000; Keller et al.
2001). Assim, & muito dificil inferir as causas especificas de uma determinada estrutura genética
de populagbes somente a partir das medidas de diferenciacio genética dentro e entre
populacgdes.

Estes dados em C. hominivorax também s&¢ uma evidéncia de que a estivacdo, ou
diapausa, tém reduzida importancia na manutengdo das populagbes de C. hominivorax apds

estacoes desfavoraveis.

Evidéncia de redugdo (gargalo) populacional recente

O teste utilizado para deteccdo de redugdo populacional, parte do principio de que em
uma populagao bem definida (sem migragdo e sub-estruturagdo) que sofreu uma recente reducéo
do seu tamanho poputacional, hd uma reducdo tanto no ndmero de alelos em locos
seletivamente neutros (k) e como na diversidade génica (He} em locos polimérficos. No entanto, o
numero de alelos é reduzido mais rapidamente que a diversidade génica. Conseclientemente, em
uma populagédoe gue sofreu uma redugdo recente em seu tamanho efetivo {Ne), a diversidade
génica observada é maior gque a diversidade génica esperada em equilibrio {Heq), que é calculada
a partir do numero observado de alelos (k) partindo-se do pressuposto de uma populagdo de
tamanho constante, em equilibrio (Luikart et al. 1998).

Em nenhuma subpopulagéo foi detectado gargafo simultaneamente nos trés modelos de
mutagao (Tabela 18). No entanto, na maioria delas, exceto San Antonio (2003) e Bafados de
Medina (2004), foi detectado um excesso de heterozigotos em relagdo ao nlmero de
heterozigotos esperado no equilibrio no modelo 1AM. Sob 0 modelo TPM, somente em Cerro
Colorado {2003) foi detectada uma redugdo populacional recente. J& sob SMM ndo houve
reducao populacional significativa em nenhuma das amostras analisadas. Ha, poritanto, uma
evidéncia limitada de gargalo populacional ¢ as populagdes analisadas ndo sofreram uma
drastica e repentina redugdo em seu tamanho populacional. No entanto, ainda ndo é claro se
estes testes sdo afetados pefa flutuacdo no tamanho populacional ou pela ocorréncia de
migracao.

Como dito anteriormente, um réapido aumento populacional pode diluir o sinal de gargaios
(Nei et al. 1975). Este fato pode explicar a auséncia de evidéncia genética de variacdo
demografica e a alta variabilidade encontrada nestas populacbes e vém a corroborar a hipdtese
de eventos recorrentes de extingdo-recolonizagdo em duas diferentes estagdes do ano, seguida

por um rapido aumento populacional e rapida dispersao no territdrio Uruguaio.
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Na subpopulacdo de Cerro Colorado (2003), no entanto, ha evidéncia de gargalo

populacional sob dois modelos de mutacdo 1AM e TPM. Esta populacdo pode ter sofrido uma

reducdo populacional severa. Devido ao gargalo, esta subpopulagéo ficou sujeita aos efeitos de

deriva e endocruzamento, diminuindo os niveis de variabilidade genética. No entanto, 0 mesmo

regime de coletas foi empregado em 2004 e, nesta subpopulagdo, nao foi detectada uma

variabilidade reduzida com relacdo as outras subpopulagdes. Neste caso, pode ser ressaltada a

colonizagdo por um maior numero de individuos, ou de individuos provenientes de varias

populagoes diferentes.

Tabela 18. Resultado do teste utilizado para deteccéo de redugdo popuiacional no programa BOTTLENECK.

[ ocalidade {(Ano) Modelo_de Prvator Interpretacao
mutagao
Hoer Hexe

1AM 0.99597 0.00525 Excesso Heterozigotos
Dayman (2003) TPM 0.71533 0.31104 Equilibrio
SMM 0.31104 0.71533 Equilibrio
IAM 0.89819 Q.11670 Equiilibric
San Antenic (2003) TPM 0.28467 0.74072 Equilibrio

SMM 0.02124 0.98291 Deficiéncia Heterozigotos

1AM 0.9993%8 0.00085 Excesso Heterozigotos
San Antonio (2004) TPM 0.21187 0.10181 Equilibrio
SMM 0.13306 0.88330 Equilibrio

IAM 0.99695 0.00403 Excesso Heterozigotos
Colonia {2003) TPM 0.66138 0.36670 Equilibrio
SMM 0.08813 0.92432 Equilibrio

1AM 0.99475 0.00671 Excesso Heterozigotos
Colonia (2004) TPM 0.800981 0.21181 Equilibrio
SMM 0.19019 0.83032 Equilibric

1AM 0.97388 0.03198 Excesso Heterozigotos
B. Medina (2003) PM 0.66138 0.36670 Equilibrio

SMM 0.02124 0.98291 Deficiéncia Heterozigotos

IAM 0.95386 0.05493 Equilibrio
B. Medina {2004} TPM 0.71533 0.31104 Equilibrio
SMM 0.16968 0.84937 Equilibrio

1AM 0.99329 0.01709 Excesso Heterozigotos
1. Suarez (2003) TPM 0.91187 0.10181 Equilibrio
SMM 0.33670 0.66138 Equilibrio

IAM 0.99988 0.00024 Excesso Heterozigotos
J. Suarez {2004) TPM 0.95386 0.05493 Equilibric
SMM 0.15083 0.86694 Equilibrio

1AM 0.99695 0.00403 Excesso Heterozigotos
Cerro Colorado (2003} ™M 0.66138 0.36670 Equilibrio
SMM 0.08813 0.92432 Equilibrio

1AM 0.99878 0.00171 Excesso Heterozigotos

Cerro Colorado (2004) TPM 0.99329 0.01709 Excesso Heterozigotos
SMM 0.10181 0.91187 Equilibrio

IAM 0.99475 0.00671 Excesso Heterozigotos
Paso Mufoz (2003) TPM 0.84937 0.16968 Equilibrio
SMM 0.36670 0.66138 Equilibric

IAM, Modelo de mutacéo de alelos infinitos (*Infinite Allele Model”);
TPM, Medelo de mutacdo de duas-fases (“Twe-Phase Model”), com 70% de SMM;
SMM, Madelo de mutacdo passo-a-passo (“Stepwise Mutation Model”);

Hexe Pvaior do teste “Wilcoxon sign-rank (one-tailed)” para hipotese alternativa de excesso

de

heterozigotos; Hrer, P-valor do teste “Wilcoxon signrank (one-tailed)” para hipdtese aiternativa de

deficiéncia de heterozigotos,
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Agis e Schibtterer (2001) e Bousset et al. (2004) também obtiveram resuitados nao
conclusivos, dependentes do modelo de mutagdo ao aplicar este mesmo teste para dstectar
gargalos populacionais em populagdes naturais de Drosophila melanogaster e do caracol Physa
acuta. Em D. melanogaster o resultado foi atribuido & complexidade da colonizagdo, envolvendo
diferentes eventos. Ja em P. acuta o sinal fraco de gargalo foi atribuido a uma rapida expansao
populacional apds o evento de redugdo e sugere uma colonizagdo por um grande nimero de
individuos ou colonizagdes sucessivas a partir de uma Gnica populagdo. Ambas as explicagdes
poderiam ser utilizadas para explicar os resultados do teste de gargalo em C. hominivorax.
Observagtes empiricas suportam a rapida expansao apdés a estacdo desfavordvel, ou seja, é
observado um aumento rapido no ndmero de infestagdes no inicio da estacdo favordvel, e, devido
a ampla distribuicao desta espécie, € possivel que as recolonizagbes possam ser originarias de

mais de uma subpopulacao.

3.4.3 CONCLUSOES

Algumas vezes, populagées naturais apresentam caracteristicas que ndo se encaixam no
esperado de acordo com conhecimento bioldgico atual. Insetos em geral, possuem populagdes
com grande tamanho efetivo € um grande potencial de dispersdo através do voo. Estas
caracteristicas deveriam resultar em: (1) homogeneidade genética em distancias limitadas por
sua capacidade de dispersdo, resultando em uma diferenciagio populacional de acordo com o
modelo de isolamento por disténcia e (2) equilibrio de Hardy-Weinberg. No entanto, a primeira
predi¢ao foi desafiada pela auséncia de rela¢do entre distdncias geograficas e genéticas. Esta
observagdo poderia ser explicada por eventos recentes de extingdo/recolonizagdo. J& a segunda
predicao também foi desafiada por repetidas observagbes de deficiéncia no niimero de individuos
heterozigotos. As principais hipdteses que podem explicar estas observagbes podem ser
encaixadas em trés categorias: (1} individuos homozigotos possuem uma vantagem seletiva; (2)
parte do polimorfismo pode ndo ter sido detectado devido a artefatos de técnica e (3) os
individuos podem nao ser originados de um anico conjunto gamético com cruzamento ao acaso.

Para testar estas predigdes, estudos de genética de populagbes devem abranger
estruturagao microgeografica e estruturagéo temporal. Neste sentido, empreendemos uma ampla
amostragem de populacdes de C. hominivorax no Uruguai durante dois periodos diferentes. As
amostras coletas durante o verdo de 2003 e 2004 foram utilizadas em uma comparagao
espacial e temporal. Através da utilizagdo de microssatélites, algumas observacdes foram feitas
nesta comparagao:

1. Desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg em todas as subpopulagdes;
2. Desequilibrio de ligagdo em um grande nimero de pares de locos de microssatélites;

3. Auséncia uma correlacao positiva entre distancias genética e geogréafica;
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4. Diferenciacado populacional significativa entre subpopulagdes da mesma localidade em
periodos diferentes;
5. Fstimativas de diferenciacdo temporal, em geral, maiores que as estimativas de
diferenciacac espacial;
Estas observacdes podem ser geradas independentemente por diversos fatores, entre
eles, redugdo populacional, deriva, endogamia, artefato de técnica (como aielos nulos) entre
outros. Contudo, estes resultados quando observados conjuntamente, séo mais bem explicados a

luz de um modelo de metapopulagdes {Quadro 8).

QUADRO 8. METAPOPULACOES

A teoria de metapopulagdes foi proposta pelo ecologo norte-americano Richard Levins (1970),

para suprir a maior deficiéncia dos modelos classicos de dindmica de populagoes, que
ignoravam o fiuxo de individuos entre populacoes vizinhas. Seu objetivo, na época, era o
planejamento de técnicas mais eficazes para o controle de pragas da agricultura.

Uma metapopulagdo pode ser definida como uma populagéo de populagGes (Hansky &
Gaggioti, 2004) e & constituida por varias populacbes locais que sao efémeras e a sua
persisténcia ocorre através de um balango entre extingdo de populagbes locais e a
recolonizacdo subsegilente de habitats ndo ocupados. As populagdes dentro da
metapopulagdo podem estar conectadas por migragdo, estar sujeitas a extingao e
recolonizacdo, sofrer crescimento ou reducio no decorrer do tempo e ainda sofrer agao da
selecd@o natural sobre a variabilidade genética (Wakeley, 2004}

De acordo com os resultados obtidos, a dindmica populacional local da mosca da bichelra
inclui flutuagdes populacionais e eventos de migragéo e, conseqientemente, a importancia
relativa da diferenciacdo espacial e temporal das populagoes Uruguaias € dependente da
ocorréncia de migracao, extingdo e colonizagdo. A diferenciacéo genética temporal pode ocorrer
quando h& ocorréncia de extingdo local, devido a flutuaces significativas no tamanho
populacional e a colonizag@o subseqiiente do habitat por individuos de populagdes de outras
localidades mais distantes.

Massonnet e colaboradores {2002}, ao investigar padrdes de variabilidade e diferenciacao
genética em um afideo (Macrosiphoniefla tanacetaria), utilizaram um regime de amostragem
hastante similar ao adotado no nosso trabalho, amostrando sete populagdes do afideo em 1999
e 2001. Assim como observado em C. hominivorax, estes autores verificaram um desvio nas
proporcdes de H-W, desequilibrio de ligagéo entre pares de locos, auséncia de isolamento por
distancia, estruturagdo temporal e explicaram estas observa¢Ges através do modelo de

metapopulagges.
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Diferentes cendrios podem ser interpretados sob a teoria de metapopulagées, indo desde
Biologia da Conservagéo, onde o objetivo & a preservagao da metapopulagio, até controle de
pragas, onde o objetivo é a sua erradicagdo.

Apesar destes dados ndo serem conclusivos no contexto da espécie como um todo, eles
fornecem evidéncias genéticas que sugerem o modelo de metapopulacdes para as
subpopulagées do Uruguai, uma grande metapopulagdo qgue se estende além do territorio
uruguaio. Portanto que o cenario completo pode ser observado somente com a andlise conjunta
de outras populacbes de C. hominivorax ao longo de sua atual distribuicAo geografica para
determinar se os mesmos padries sdo observados e para determinar a extensdo da
metapopulagao.

Para testar esta nova hipétese e a hipdtese inicial de distribuicdo centro-periferia da
variabilidade genética & necessario comparar estas amostras do Uruguai @ amostras de
populagdes intermediarias e centrais em relagdo a sua atual distribuicdo geografica. Esta

comparacgdo foi realizada e os resultados obtidos estdo descritos no proximo capitulo.

3.4.4 ARTIGO

Durante o evento “International Conference on Area-Wide Control of Insect Pests: Integrating the
Sterile Insect and Related Nuclear and Other Techniques” sediado em Viena, Austria, de 9 a 13 de
Maio 2005, foram apresentados dois trabalhos em forma de painel: "Genetic structure and
diversity in New World screw-worm populations from Uruguay revealed by microsatellite markers:
implications for control strategies" e “Assessing genetic variation in natural populations of New
World screw-worm flies: evidence from microsateliites and mitochondrial DNA”, apresentando
uma das etapas do estudo realizado no Uruguai. Devido & contribuigdo dos dois trabalhos para o
evento, eles foram selecionados para publicacdo em forma de artigo. O artigo preparado com os
resultados de ambos os estudos, foi aceito pelos assessores Ad hoc para a publicacdo nos
“Proceedings of the International Conference on Area-Wide Control of Insect Pests: Integrating the
Sterile Insect and Related Nuclear and Other Techniques” e estd sendo publicado por uma

editora externa concluido, mas uma versdo preliminar foi anexada a este relatério.

Assessing genetic variation in New World screw-worm populations from Uruguay
Torres, T.T., Lyra, M.L., Fresia, P.F. & Azeredo-Espin, A.M.L.
Proceedings of the International Conference on Area-Wide Control of Insect Pests: Integrating the

Sterile Insect and Related Nuciear and Other Technigues, No prefo
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ASSESSING GENETIC VARIATION IN NEW WORLD
SCREW-WORM POPULATIONS FROM URUGUAY

T. T. TORRES, M. L. LYRA, P. FRESIA AND
A M. L AZEREDO-ESPIN

Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Campinas, SP, Brazil

SUMMARY

The New World screw-worm (NWS), Cocklionpia hominivorax (Coquerel}, is an important parasitic
inseci pest in Neotropical regions. N'W'S myiasis ts coused by the larval stage of the fly infesting hissues
of warm -blocded vertebrates, This species represents a semous threat to the livestock sector across its
current distribubion, which includes part of the Caribbean and all of Seouth America (except for Chile).
Knowledge of the extent and distribution of genetic vanability of C. howsinivorax is of great interest for
the description of populations and for contributing to future strategies of control. This paper describes the
snalysiz of genetic variability and structure of NW3 populations in Umguay using two different
molecular markers, mitochondnal DA (tDNA) and microsatellites.

1. INTRODUCTION

The New World screw-worm (NWS), Cochliomyia homimivorax, is one of the most
important parasitic insect pests in Central and South America, causing invasive
myiasis in warm-blooded vertebrates and responsible for important economic losses
to livestock rearing. The current distribution of NWS includes part of the Caribbean
and all of South America {(except for Chile). This species has been successfully
eradicated from North and most of Central America by the sterile insect technique,
SIT (IAEA 2000). In 1988, the pest was introduced into Libya, but its spread to
livestock and wildlife in the rest of Africa and the Mediterranean region was
prevented by a successful SIT campaign (Vargas-Teran et al. 1994).
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In South America, however, this pest continues to affect the development of the
livestock sector and wider economic development and an international effort is
underway to evaluate the feasibility of eradicating the NWS from endemic areas of
Central and South America and to prevent invasions into screwworm-free areas.
This involves inter alia collecting data on the damage and costs associated with
control and on the distribution and density of the fly in this region.

With respect to the latter, there have been speculations and conflicting reports
about the existence of non-interbreeding populations and their possible effects on the
control programme (LaChance et al. 1982). To maximize the effectiveness of the
eradication progremme, it is essential to identify such populations and to
characterize the genetic variability of target populations. Knowledge of the genetic
structure of NWS populations will also be useful for identifying their actial and
potential routes of gene flow and thereby improve the implementation of area-wide
approaches to control this insect pest.

In the past few years, genetic markers have been used to characterize the genetic
variability and structure of NWS field populations, Krafsur and Whitten (1993)
examined isozyme loci in 11 Mexican populations and their estimate of Fsr was not
significantly different from zero. They concluded, therefore, that screw-worm
populations in Mexico belonged to a single panmitic pepulation. Taylor et al. {1996)
also used izozyme loci to study two Brazilian poepulations and compared the results
with previous data from Costa Rica (Taylor and Peterson 1994) and partial data from
Mexico (Kratsur and Whitten 1993). They also concluded that NWS forms a single
panmitic population.

However, subsequent analyses of four Brazilian populations using different types
of molecular markers in the mitochondrial and nuclear genomes, suggested a
different pattem of sub-structuring. Restriction fragment length polymorphism
(RFLP) analysis of m{DNA saggested that these populations probably belonged to a
single evolutionary lineage intercomnected by reduced gene flow (Infante-Vargas
and Azeredo-Espin 1995). The random amplified polymorphic DNA (RAPT}-PCR)
technique was also used to detect genetic polymorphism and to select genetic
markers to discriminate six Brazilian populations and one population from northem
Argentina (Infante-Malaquias et al. 1999). In general, results from both
mitochondrial and RAPD analyses were concordant in suggesting divergence among
screw-worm populations. Analysis of five Brazilian populations by means of
isozyme loci revealed a high geographical differentiation across southeastern Brazil
with relatively low gene flow (Infante-Malaquias, 1999).

One possible explanation for the discrepancies between the different data is that
different levels of sub-structuring were present i different locations. Infante-
Malaquias et al. (1999) suggested that Scuth America could be the centre of origin
of this species, explaining the high variability and the populatton structure found
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there whereas the homogenous populations of North America were possibly formed
by a founder effect.

It is clear from the above that the available information is insufficient to infer
patterns of genetic variation and structure among NW'S populations throughout their
geographical range. Therefore, an effort was made to add to the body of information
available on these aspects by using mitochondrial DNA (mtDNA) and
microsatellites to analyse the genetic variability and structure of NW$ Uruguayan
populations.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Sampiing of NWS in Urugnay

C. hominivorax samples were obtained from seven distinct geographic locations in
Uruguay with distances between them ranging from 50 to 418 Km (Fig. 1, Table 1).
Screw-worm larvae were collected directly from infested wounds in sheep, cattle
and dogs in January 2003. Sampling of related individuals was avoided by choosing
wounds in different animals and/or farms and by classifying larvae from the same
wournd by instar.

< San
’7@- Antenio N Paso

s Mufoz
A& Dayman

Colonia dal
' Sacramento

Figure 1. NWS collection sites

L ACACECAG LA AL AR CAC AL AL AL AE A CACACAC ACACALAERERCECACACACAC AL LACACALACACLOLES CibabafaalaCsi CAC CAQALAD 83



Larvae were transferred to the laboratory and reared until the pupal stage under
standardized conditions (Infante-Vargas and Azeredo-Espin 1995) or fixed in 100%
ethanol. Genomic DNA was extracted either from single adults, pupae or larvae
using the phenol/chloroform procedure described by Infante-Vargas and Azeredo-
Espin (1993).

2.2, Mitochondrial DNA as a Molecular Marker

Diverse aspects related to the structure and evolution of mtDNA, such as simple and
uniform orgenization, lack of recombination, maternal inheritance and high rate of
nucleotide sequence evolution, have made it a valuable marker for estimating
intraspecific genetic variability (Avise 1994).

Table . Field-collected samples of C. haminivorax

Location Nomberof  Latitude Longitude Alinde
Bafiados de Medina, Cemo Largo 24 32°23'00 3 54221 00 W 51
Cerro Colerada, Florida 29 33°52'06 5 55933'00W 96
Colonia del Sacramento , Colonia 15 34°20'00 3 S7°86' 6T W 213
Dayman, Paysandd 1% 31°33' 003 ST 00W 27
Joaquin Suarez, Canelones 15 34°44' 01 8 56°02'12°W 203
Paso Mufioz , Salto 21 31%27'00 8 56023 00 W 5
San Antonio, Falto 15 31724'00 5 57° 58' 00 W 41

The restriction fragment-length polymorphism (RFLP) of mtDNA was previously
used in the analysis of NWS populafions and revealed a high level of genetic
variation (Infante-Vargas and Azeredo-Espin 1995, Taylor et al. 1996). The
restriction analysis of mtDNA polymerase chain reaction products (PCR-RFLP)
provides a faster and simpler method for the analysis of DNA variation and has
successfully been used successfully for population analyses (Ross et al. 1997,
Duefias et al. 2002).

2.2.1. Mitochondrial DNA variability in NWS Populations in Uruguay

Lyra et al. (2005} used mtDNA PCR-RFLP to examine the genetic variability
among the seven Uruguay populations sampled. Two regions of the mtDNA, the
conirol region {A+T/128) and subunits 1 and 2 of the cytochrome oxidase
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(cox1/cox?), were amplified and digested with the restriction endonucleases Dra 1
{A+T/128), Ase T and Msp I (coxlicox2).

Among the populations, nine haplotypes were observed. The mean nucleotide
diversity (m) was 0.0229 and the haplotype diversity (%) was 0.6355, indicating
high mtDNA variability. The similarity index () was high {96.7%) and the estimate
of nucleotide divergence between populations (8) was very low (0.00055),
suggesting a high similarity among samples from the different locations. The
analysis of molecular variance (AMOVA) showed no evidence of population
differentiation, indicating that the spectes . hominivorax forms a single panmitic
population in Uruguay. Lyra et al {2005) suggested that the distribution of C
hominivorax in the extreme south of the species’ occurrence and the fact that there
are no geographical bamriers or important climatic differences between studied
regions were responsible for the lack of differentiation in Uruguay.

2.3, Microsatelliie Markers

Microsatellites, or simple sequence repeats (SSR), are short sequences made up of a

single motif with no more than six bases that is tandemly repeated {Goldstein and
Schlstterer 1999). They are found in large numbers and are relatively evenly spaced
throughout the genome of every eukaryotic organism analyzed so far.

Among the several classes of molecular markers, microsatellite loci stand out as
co-dominant markers with a high number of alleles per locus, high polymorphism
and a high-expected heterozygosity value. Due to these features, variation in these
co-dominant markers has been increasingly used as the marker of choice to
investigate questions regarding population structure, gene flow and mating system
even in popnlations which have low levels of allozyme and mitochondrial variation.

The recent isolation and characterization of polymorphic microsatellite markers
for C. hominivorax (Torres et al. 2004, Torres and Azeredo-Eepin, 2005) enables
investigation of genetic variability and population structure of this pest in Uruguay.

2.3.1. Microsatellite Amplification and Genotyping of NWS Popudations in Uruguay

Ten previously characterized microsatellite markers (Torres et al. 2004) were used
in this study. The primer sequences and the procedures for microsatellite
amplifications and analyses of PCR products were described by Torres et al. (2004).
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2.4. Data Analyses

The number and frequency of alleles, the allele size range and the observed (%) and
the unbiased expected (Hp; Nei 1978) heterozygosities under Hardy-Weinberg
equilibrium were determined per locus for each location. The sofiware Micro-
checker 2.2,0 (van Qosterthout et al. 2004) was used to test for technical artefacts
such a= null alleles, stuttering and large allele dropout. Each locus and population
was tested for deviations from Hardy-Weinberg equilibrium expeciations using
exact testz implemented in GENEPOP (Raymond and Rousset 1995). Genotypic
linkage disequilibrium among all pairs of loci within each site was investigated
using Fisher’s exact test as implemented in GENEPOP. An unbiased estimate of the
exact probability was obtained using the Markov chain algorithm of Guo and
Thompson (1992). Two indices of genetic differentiation were estimated between
the four localities, Fgr and Rgr, the former based on the absolute frequencies of
alleles (Weir and Cocketham 1984) and the latter estimated from the sum of the
squared number of repeat differences (Slatkin 1995). An unbiased estimate of Fgr, 0,
was calculafted using the FSTAT computer program (Goudet 1995), The significance
of pairwise Fgr estimates was tested by permuting genotypes among populations
{Goudet et al. 1996). The overall estimate of Ry, psr was calculated using
RSTCALC (http:// helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/rst/vst.html). Significance levels for
simultancous statistical test were comrected using the sequential Bonferroni method
(Rice 1989). The isolation-by-distance model of population genetic structure was
tested by linear regression of pairwise Fg/(1 - Fs7) against the natural logarithm of
the geographical distance between population pairs (Rousset 1997).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.7, Microsatellite Variation

The number of alleles and the expected and observed heterozygosity per locus and
per population are given in Table 2. Analysis of 138 NWS genotypes revealed a
moderate degree of polymorphism across the seven sampling locations Ten loci
were uszed in the first analyses, but the locus CHO2? presented some ambiguous,
non-reproducible patterns. For this reason, it was excluded from the statistical
analysis.

For the nine microsatellite loci analyzed, the number of alleles detected per locus
and per population ranged from 2 to 10, with an average of 6 (Table 2). The
cbserved heterozygosity (Hp), varied from 0.19 to 091 and the expected
heterozygosities () varied from 0.37 to 0.87 (Table 2).
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Significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (exact probability test,
P <0.05) was recorded for all sampling localities. In all cases, departures from
expectations were due to an excess of homozygotes. Among the possible factors that
might account for the deviations observed is the Wahlund effect, since screw-worms
were sampled from different farms at each location. However, such effects should be
apparent in most of the loci across populations, which was not the case for this data
set. Another factor that could also have caused the observed deviations is the
presence of null alleles. These result from mutations such as substitutions,
insertions, or deletions m one or both priming sites preventing the binding of the
DNA strand and primers (Callen et al. 1993) and non-amplification of the allele. At
the population level this can lead to a misinterpretation of the number of
heterozygotes and consequently of HW deviations. Only the locus CH70 presented a
significant number of null alleles and the analysis excluding this locus was not
significantly altered. Furthermore, these results are being confirmed by the
preliminary analysis of new populations using these loci and additional loci from
Torres and Azeredo-Espin(2005). The occurrence of demographic changes that
affected NWS populations may therefore be the main cause of the observed
homozygote excess. These in turn could have arisen from decreases in temperature
and humidity in the Uruguayan winter and/or persistent insecticide treatment which
can cause mass population mortality and local extinction of screw-worm
populations.

Linkage disequilibrium was found in only two of 252 comparisons among the
loci and populations analyzed, but no common pair of loci showed non-random
associations in all the populations {datanot shown).

3.2. hter-population Variability

Most variation was found within rather than berween populations and the seven
populations exhibited remarkably similar allele distributions. This is consistent with
the results found by the PCR-RFLP of the miDNA.

Two measures of inter-population genetic differentiation were used in this study
(Fsr and Rgr). The global multilocus estimate of Rgr was 0.015 and of Fsr was 0.031.
Both estimates, although low, were numerically very similar and significantly
different from zero (7 = 0.05, for Rgr and P =0.001, for Fgr), suggesting that Lttle
differentiation exists among these populations.
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Tuble 2, Genetic diversity in Cochliomyia hominivorax from seven localities aeross Uruguiay.

Dayman 5. Antonio  Colonmia B.Medina Suarer  CColerade P Muiioz
21 == 38 2N =42 2N = 30 2MN=48 2N= 30 2N= 58 2N= 30

N 6 3 5 6 5 3 5
CHO!  H; 03158 0,4762 0.5333  0.5833 06667  0,5517 0,5333
Hy 0.6230%  07607% 07517  0.6809 06943  0,6031 0,7126*
N5 5 8 7 4 7 5
CHOS Hy 06316 0.5238 07333  0.4157 05333 06,5172 0,8000
Hy 03874 0.6190 06667  0.6755% 04483  0,6636* 0,7747
M, 4 4 4 7 2 6 5
CHO9  H, 0,3333 0.4500 0.5333  0.7917 02000  0,5357 0,5333
Hy 03762 0.4423 0.5724  0.7216 0,3701  0,5227 0,6239%
N 6 5 6 3 4 5 6
CHIO H, 03634 0.1905 0.2000  0,2917 0,5000  0,4000 0,4000
Hy 0.6344%  05912*  07885* 07101* 06598  0,5167* 0,5011*
N 5 10 9 8 g 7 7
CHII Hp 06111 0,6130 07333 (,6364 06667 04286 10,4000
Hr 06159 0,7317 07816  0,8245% 0,876 07247 0,6343%
¥ 8 8 8 8 5 9 7
CHIZ Hy 08333 0,7143 0,6000 09167 0,6000 07241 0,8000
Hy 08476*  0,8479%  0,8736  0,8475 0,6460  0,8100 10,7931
N 7 7 6 & 6 6 5
CHI4 Hy 0,578% 04762 06000  0,5217 06000  0,5714 0,53332
Hy 08179%  0,6690% 07356  0,6133 06989  0,3013* 0,6713
N 7 7 6 5 3 6 5
CHIS Hp 0,5556 04762 0,5333 10,3750 02667 02759 0,4000
Hy 08302% 07607% 07862  07943*  05080%  0,7528% 0,7310*
N7 7 5 7 5 6 4
CH20 Hp 10,3634 0,4762 0,5333  0,5000 0,8000  0,6897 0,5333
Hy  07084*% 00,7120 06414  0,6835% 07540  0,7048* 0,6920
A NS 59 55 61 43 58 43
Hs! 0,5107 0,4892 0,5556 10,5592 05481 04816 0,5481

Loci Hp' 06723*  06816* 0,7231%  07279%  (0,6230%  0,6922% 0,6889%

I, number of alleies; " mean N,
Ha, expected heterozygosity; Ho, observed heterozygosity; ! avarage haterozygosity.
* denotes a significant (o= 0.05) deviation from Hardy-Weinberg equilibrium

The relationship between local populations was tested by calculating pairwise
Fgr estimates because it was demonstrated that For vields the better estimate when
the number of loci is small (< 10) or the sample size is amall (Gaggiotti ¢t al. 1999).
Fgr estimates between populations ranged from -0.0005 to 0.0853 (Table 3) and for
five of the ten population pairs were significantly different from zero at the 0.05
level.
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Table 3. Fgr estimates for all population pairwise comparisans,

Study area Saltoe Colonia B Wedina Suarez C.Colorado P Muficz
Dayman 0.0030 00171 % 0.0194 7 0.0457* 0.0209™ 00281
Salto 0.0112% 0.0111* 0.0709* 0.0201* 0.0240%*
Colenia -0.0005%% 0.0675* 0.0200%¢ 0.0378*
B. Medina 0.0853* 0.0163 % 0.0334%
Suarez 0.0664* 0.0533%
C.Colorado 0.0399%

3, not significant, * significant at the 5% nominal level after standard Bonferroni comrectons.

These low levels of sub-structuring could be attributed to the high dispersal
capacity of NWS, since migration is assumed to prevent genetic differentiation at
neutral markers (Agis and Schlotterer 2001). However, the analysed populations
showed no isolation by distance (P =0.6115). Since restricted migration results in
positive cormrelation between geographical and genetic distance (Slatkin 1993),
simple migration models may not be sufficient to explain the low differentiation
between NWS populations. One factor that could be responsible for this pattern of
genetic differentiation is the passive migration of larvae by the movement of
infested animals. However, an alternative explanation can be considered as
responsible for the low differentiation and the lack of isolation by distance. It was
noted (Slatkin 1993) that the absence of isolation by distance could be indicative of
a recent re-colonization event. Considering the hypothesis of mass mortality by
climatic conditions or insecticide treatment, a re-colonization by a large founder
population could canse a demographic turnover if this population spread rapidly
over Uruguay during climatically favorable seasons. In this case, a very similar
allele distribution would be expected over the country. To test this hypothesis if is
necessary to compare Uruguayan screw-worm samples collected during ditferent
hot/rainy seasons, as well as samples from intermediate and central populations
which can be acting as stable sources of NWS for re-colonization events,

4. CONCLUSIONS

Information about patiems of genetic variation, structure and gene flow is needed
before investing in large-scale efforts to control insect pests. To a large extent this
can be obtained using modern molecular techniques. Mitochondrial and
microsatellite markers have helped to provide thie information for NWS populations
in Uruguay.

The results presented here and elsewhere by Lyra et al. (2005) suggest that the
seven populations from Uruguay are very similar, sharing homogenous haplotype
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(for mtDNA) and allele (for microsatellites) distributions. Although the miDNA data
indicate that this species forms a single panmitic population in Uruguay, results
from microsatellite analysis vielded low, but significant, levels of subdivision
between populations. These results can be explained by differences in the modes of
inheritance of the two markers since the effective population size of mtDNA iz only
one quarter that of nuclear DNA (Sanetra and Crozier 2003). These differences,
however, can also be explained by sex-biased gene flow among these populations.
This would suggest that levels of female-mediated gene flow are slightly higher than
male levels; consequently, mitochondrial DINA markers showed less structuring than
the microsatellite polymorphizms. While Mayer and Atzeni (1993) described a
higher dispersal rates for O hominivorax females, this should be further investigated
since microsatellite data also suggested that restricted migration might not play a
significant role in population differentiation.

The results presented here provide some baseline data on genetic variation to
which other NWS populations can be compared. Analysis of other populations
throughout its geographical distribution would determine if similar pattems of
genetic variation and gene flow are observed and lay the groundwork for future
control strategies against this livestock pest.
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CAPITULO 5

COMPLEX0 PADRAQ DE ESTRUTURA GENETICA DE POPULAGOES GEOGRAFICAS DE
Cochliomyia hominivorax DA AMERICA DO SUL

Tatiana Teixeira Torres & Ana Maria Lima de Azeredo-Espin

Neste capitulo serda descrite o estudo populacional ao longo da distribuicae gecgrafica de
O hominiverax na América do Sul empregando os marcadores desenvolvidos, Esta analise
farneceu um panorama do padrdo de vanabilidade genética e estrufuracas desta espécie no
cantinente, As ohservagbes decorrenies desta caracterizagao desafiaram a hipotese inicial de
distribuicéio centro-periferia da variabllidade genética em subpopulagcoes de C. hominivorax e
geraram uma série de novos questionamentos acerca da estrutura populacional desta praga da

pECUSna,

3.5.1 METODOLOGIA DETALHADA

3.5.1.1 OBTENGAD DE AMOSTRAS DE C. haminivarax DA AMERICA DO SUL

Coletas de lavas da mosca da bicheira no Brasii

Larvas de . hominivorax foram coletadas diretamente em feridas de animais infesladas em
lazendas de criacdo de gado em oito localidades no Brasil (Tabela 19, Figura 14), Pinheiro
Machado, RS; Fagundes Varela, RS: Carambei, PR; Costa Rica, MS; Caiaponia. GO: Goiania, GO;
S0 Sebastiao do Paraizo, MG e Estiva, M.

Ohtencdo de amostras de C. hominivorax no Brasil - Kit de Coleta

Para faciliter a obtencdo de amostras de diferentes localidades do Brasil foi desenvalvido um kit
de coleta (Figura 12), contendo doze frascos com etanol absoluto rotulados com eliquetas para
identificagao das amostras, uma pinga descartdvel, pares de luvas descartaveis, lapis e um
manual com informacdes @ instrugdes de coleta e armazenamento (Figura 13). Amostras de
quatro regioes foram obtidas atraves de sua utilizacdo: Santo Antonic das Missoes, PR

Cocalinho, MT e Santa Maria das Barreiras, PA e Goianira, G0,

Ouitras Amosiras

Fémeas adultas de C. hominivorax de Campo Grande, MS, firadas em etanol absoluto foram
gentilmente enviadas pelo Dr. Wilson HKdller. pesguisador da Embrapa Gado de Corte,
Campo Grande, M5.



Amostras da Venezuela foram enviadas pelo Dr. Allredo Coronado, pesquisadar
participante do Projeto de Pesquisa Coordenado (CRP) erganizado pela FAD (Food and Agriculture
Organization of the United Mations) e |AEA (International Atomic Energy Agency).

Tabala 19. Localidades amostradas com suas respectivas informacies geograficas. As amostras do
Uruguai estao descritas no capitula anterior.

Lacalidade Mo. de Data de caleta
{Municipio, Estada) incdividuos Laiikiidg Longjtude (més/ano)
Pinheiro Machado, RS 24 31°35'005 53°23°00W  02/2005
Fagundes Varela. RS 10 2B BB 005 51*41' Q0 W 0272005
Santo Antonio das Missdes, RS 19 28°31'005 55°14'00W 052004
Carambei, PR 37 24° B 00 5 RO 03 00 W 03752005
Estiva, MG a7 227 28' QD & 46° 01' 0D W 0272006
580 Sebastido do Paraiso, MG i7 20" 56' QD S 46* 59" 00w 0272004
Campo Grande, M5 12 20° 26' 005 B4* 3T O0W Qd 200
Coszta Rica, M5 12 187 33008 R3I* 0B Q0W 1072002
Canapdma, GO 42 16 57 005 517 49° 00 W Q172005
Goianira, GO 24 10" 29° 0 5 49° 247 00 W D472004
Goiania, GO 20 16° 36" M 5 49° 20" 00w 012001
Cocalinba, MT 1% 14° 26" M 5 51° 47 00 W 082004

Santa Maria das Barreiras, PA 45 08° 51'005 49° 43 00W 0T a 12/2004

Bargquisimeto, Venezueala 31 17T 18' M S B2741'00W 02 a09/2003

Amastras de O, hominivoras do Urugual
As amostras de C. haminivoras do Uruguai analisadas no capitule amerior foram utilizadas nas

COMPparacies com as outras amostras da Ameérica do Sul,

Figur Wit de coleta de amostras de G. haminivorax acompanhando manual explicativo.

thd
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Figura 13. Manual explicativo que acompanha o kit para colata de amostias de G, hominivoras.
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Figura 14. Locais de coleta das amostras de C. hominivorax na América do Sul. As amostras do
Ui foram descritas no capiiulo antenor

35.1.2 ANALISE DOS DADOS DE MICROSSATELITES

Deteccdo do polimorfismo dos locos de microssatélites
Os doze locos selecionados anteriormente foram empregados na andlise conjunta das
populagdes geagraficas da América do Sul. As amplificagoes via PCR dos locos de microssatélites

& a forma de visualizagao foram realizadas como descrito no capitulo anterior.

Varialilidade Geneética e Variabilidade interpopulacional Espacial
Az analises dos novos dados gerados foram realizadas como descrito no capitulo anterior,
Adicionalments, foram realizadas comparagoes enfre a variabilidade genatica de grupos de
amaostras atraveés de testes “Wilcoxon signed rank”, Os calculos foram realizados no pacote
estatistico R (R Development Cora Team, 20406].

0 teste de evidéncia de redugéo populacional recente tambem foi realizedo de acordo

com Cornuet e Luikart {1996) e Piry et al, (1999), como descnto no capitulo anteror.

3.52 RESULTADOS E DISCUSSAD

Variabilidade Genetica

O nimero de alelos, a heterozigosidade ohservada, Ha, e a heterozigosidade esperada, He, por
loco e por populacéo sao indicados na Tabela 20. A helerozigosidade esperada, excluindo as
amostras do Uruguai, vanou de 0,1941 (Pinheiro Machado-RS, loce CHO9) até 0.9384 (Costa
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Rica-MS, CH21), com uma média de 0,7296. Com & inclusao das amostras do Uruguai a média
nao se alterou, foi 0,7237. 0 nGmero de alelos detectado por loco foi moderado, variando de 3 a
18 com uma média de 6,9 alelos por loco e por populagao.

Desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg foram verificados em 164 de 312
testes. Apds a correcdo seqiencial de Bonferroni o ndmero de testes significativos foi reduzido
para 103. Os desvios foram observados em pelo menos um loco em todas as localidades
analisadas (Tabela 20). Na andlise utilizando todos os locos conjuntamernite, todas as amostras
apresentaram um excesso de homozigotos com relagdo ao esperado em equilibrio. Como
discutido no capituio anterior, os desvios podem ser um resultado do efeito de Wahlund, da
presenca de alelos nuios ou selecdo atuando em um ou mais locos.

Pode haver uma ocorréncia de alelos nulos em alguns locos. Este fator, no entanto ndo
parece ser responsavel isoladamente pelo excesso de homozigotos, uma vez gue 0s desvios
foram observados generalizadamente em pelo menos um loco em todas as subpopulagdes. Além
disso ndo houve alteracdo nestes resultados com a exclusdo do loco {CH10), gque apresentou a
maior estimativa de alelos nulos (dados ndo mostrados).

Novamente, a ocorréncia de alteracdes demogréficas aparece como um possivel fator
para explicar os resultados.

Na andlise com todos os locos conjuntamente, a menor variabilidade em termos de
heterozigosidade esperada foi encontrada em Colonia del Sacramento, Uruguai (2004), com He
igual a 0,6254. Este valor foi estatisticamente significativo quando comparade a média entre
todas amostras (teste “Wilcoxon Signed-rank”, P = 0,002). Em Joaquin Suarez, Uruguai (2003),
também foi encontrada uma menor variabilidade em relagdo & média, He = 0,6433 ("Wilcoxon
Signed-rank”, P = 0,0146). As maiores variahilidades observadas foram 0,7639 em Colonia del
Sacramento, Uruguai (2003) (P = 0,0099), 0,7728 em Santa Maria das Barreiras, PA, Brasil
(P=0,0024) e 0,7815 em Caiapdnia, GO, Brasil. As outras observagoes ndo foram
estatisticamente diferentes da média.

Para verificar a ocorréncia de uma diminui¢do da variabilidade genética no extremo sul da
distribuicao de C. hominivorax foi realizade um teste comparando a He das localidades do sul
(abaixo do Trépico de Capricdrnio), incluindo todas as subpopulacoes do Uruguai e as quatro do
Sul do Brasil (Figura 10) com a He da regi&o central de distribuicao (as subpopulacoes restanies
do Brasil e a subpopulacdo da Venezueta). A variabilidade de C. hominivorax no Sul (He = 0,727)
ndo foi significativamente diferente da variabilidade das amostras centrais (He = 0,748), com
P =0,13547. As diversidades alélicas (“allelic richness”, Da} também foram comparadas, mas
ndo foi detectada uma diferenca significativa entre o grupo sui e o grupe central (Dasuy = 4,71;
Dagenay = 4,94; P = 0,10987). Mesmo quando apenas amostras do Uruguai foram consideradas
como grupo sul ndo houve diferenca significativa (Heurguay = 0,728, Hegentray = 0,741 e
P = 0.36593; Dawruguai = 4,69, Datcentrany = 4,89 € P = 0,16967).
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Tabela 20. Diversidade genética de amostras de C. hominivorax coletadas em diferentes localidades
na América do Sul. Informacfes das amostras do Uruguai utilizadas neste estudo estdo descritas no
capitulo 4.

P. Machado F.Varela S.A Missdes Carambel Estiva 5.5. Pargiso  C. Grande
CHO1
Na/Ta 7/24 5/10 7/19 6/37 6/47 6/17 8/12
Ho 0.5000 0.8000 0.5263 0.3243 0.5957 0.5294 0.5833
He 0.6596 0.8105 0.6145 0.4658 0.5283 0.6364 0.6957
CHO5
Nz / Ta 6/24 5/10 5719 8/37 7747 6/17 4712
Ho 0.8750 0.7000 0.4737 0.7027 0.9362 0.7059 0.9167
He 0.7961 0.5684 0.6159 0.7286 0.7676 0.6649 0.7283
CHO9
Na/ Ta 3/24 3/8 6/19 4 /33 6/46 3/16 3/10
Ho 0.1250 0.7500 0.5789 0.4545 0.3913 0.5000 0.4000
He 0.1941 0.6583 0.5491 0.4457 0.5707* 0.4194 0.4263
CH10
Na/ Ta 7/24 5/10 6/19 9/32 10/ 47 6/18 5/9
Ho 0.6250 0.0000 0.0526 0.1250 0.3830 0.3750 0.3333
He 0.7296 0.7158* 0.6586+% 0.8234%* 0.7406%* 0.7318* 0.7190*
CH11
Na/ Ta 9/23 6/10 8/19 7735 9/44 T/17 6/12
Ho 0.5652 0.7000 0.4737 0.6000 0.6818 0.6471 0.4167
He 0.6966 0.7789 0.52863 0.7487 0.7414 0.8093 07717
CHi12
Na/Ta 7/24 5/10 10/ 18 10/ 37 S/47 /17 7712
Ho 0.5417 0.9000 0.7895 0.8919 0.7234 0.7647 0.6667
He C.7181 0.6789 0.8578 0.8693 0.7859* 0.8021 0.8043
CH14
Na/Ta 6/ 24 4710 7/19 11/ 37 5/44 7717 7712
Ho 0.2083 0.4000 0.5283 0.4595 0.2766 0.1765 0.5000
He 0.6702* 0.4368 0.8122* 0,7497* 0.5937+ 0.4599* 0.7754
CH15
Na/Ta 7/ 22 3/86 11 /17 10/ 35 Q/47 7T/16 8/12
Ha 0.3182 0.3333 0.2941 0.5714 0.5455 0.3750 0.6667
He 0.7717% 0.6667 0.8948%* 0.8435* 0.5289* 0.7238* 0.8551
CcH20
Na/ Ta 5/22 3/10 6/19 5/37 7/47 5/17 4712
Hao 0.590¢ 0.7000 0.7368 0.5676 0.3404 0.5294 0.4167
He 0.6628 0.6263 0.6629* 0.6635 0.7504* 0.7237 0.6341
CH21
Na/ Ta 13/ 24 7710 14/19 14 /7 37 15/ 47 10/ 16 11 /12
Ho 0.8750 0.6000 0.5789 0.8919 0.9149 0.8750 1.0000
He 0.9078* 0.8421* 0.8906%* 0.8734 0.2060 0.8710 0.9058
CH24
Na/ Ta 5/22 4710 5/18 5/ 37 8/45% 6/17 4/12
Hao 0.6364 0.4000 0.6667 0.6216 0.3778 0.8235 0.4167
He 0.7674* 0.7316 0.6984 0.7201* 0.7730% 0.7932 0.5833
CH26
Na/ Ta 9/24 9/10 7/19 14/ 35 11 /47 6/18 10/12
Ho 0.8333 0.8000 0.8947 0.8286 0.7660 0.8750 1.0000
He 0.8475 0.8789 0.8023 0.9114 0.8678* 0.8246 0.9084
Todos
MNa 7.0 4.9 7.7 8.6 8.5 6.3 6.4

Ho média 0.5748 0.6477 0.5371 0.2341 0.5172 0.8280 0.3513
Hemeédia  0.7142* 0.7383*  0.7018* 0.6995* 0.7153* 0.7369*  0.7378%
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Tabela 20. Continuagao.

C. Rica Calapdnia Goianira Goidnia Cocalinho  S.M. Barreiras  Barguisimeto
CHO1
Na T/12 7/42 5/24 6/20 4/14 6/46 7/31
Ho 0.6667 0.7143 0.6087 0.6000 0.4615 0.5435 0.741%
He 0.8696 0.7332 0.6957 0.7051 0.5015 0.6894 0.6653
CROS
Na 4712 7/42 6/24 7/20 4 /15 8/46 6 /30
Ho 0.7500 0.7143 0.6087 0.9500 0.7143 0.7391 0.4667
He 0.6812 0.7249 0.6493 0.7256 0.6270 0.7066 0.7181*
CHOQ
Na 3/10 8/42 4,22 4720 5/15 6/44 3/31
Ho 0.2000 0.642% 0.2857 0.5000 0.6429 0.5902 0.483¢2
He 0.1947 0.6675 0.3031 0.5295 0.6905 0.5922 0.5685
CH10
Na 4712 7741 4724 6/18 7714 T/42 6/24
Ho 0.0000 0.1951 00,1304 0.0556 0.2308 0.2619 0.2083
He 0.68057* (.7778* {0.6641* 0.7085* (.8646%* 0.7364* 0.6773*
CH11
Na 4712 1i/42 7/24 6 /20 5/12 8/43 9/29
Ho 0.3333 0.7143 0.7826 0.5500 0.7273 0.4651 0.3448
He 0.6957 0.75867 0.7585 0.6397 0.8052 0.7417* C.5789*
CHi12
Na 9/12 10/ 41 8/24 10/ 20 8/15 11 /48 6/31
Ho 1.0000 0.7561 0.9130 0.8000 0.9286 0.8043 0.7742
He 0.8514 0.8261 0.8348 0.8667 0.8280 0.8591 0.7245
CH14
Na 5710 9/42 7/24 6/20 5/14 /45 6/ 30
Ho 0.7500 0.3571 0.2609 0.4500 0.3846 0.3556 0.2667
He 0.7971 0.7785* (.7700* 0.8987* (0.6923* 0.7635* 0.5412*
CHI15
Na 7/11 10/ 37 7/24 5/18 6/ 12 9/43 10/ 31
Ho 0.4000 0.2873 0.3158 0.2778 0.36386 0.4186 0.5484
He 0.8158* (0Q.8678*% (0.8122* 0Q.6778* 0.7316* 0.8788* 0.8440*
CH20
Na 4712 7/41 5/17 4720 4 /14 6/ 46 7/31
Ho 0.5455 0.6341 0.4375 0.1500 0.6154 0.5435 0.7097
He 0.7273 0.6594 0.6310 0.6397~* 0.6277 0.7033~* 0.8001
CHZ21
Na 14 /12 18 /42 12 /23 13/ 20 10/ 14 13/ 44 14 /31
Ho 1.0000 0.8810 0.8182 0.8500 0.9231 0.8402 0.8387
He 0.9384 0.9294% 0.686% 0.5013 0.8954 0.9143%# 0.90869
CH24
Na 4711 8/41 6/23 6/18 4713 8/46 5/30
Ho 0.2727 0.6585 Q.7727 0.5556 0.75600 0.6304 0.7667
He 0.6883* 0.7796 0.7780 0.7000 0.6993 0.7733 0.7542
CH26
Na 6/12 12 /41 10/ 24 g/20 10/ 15 14 / 45 13 /31
Ha 0.8333 0.8537 0.9565 0.8000 0.7143 0.688¢2 0.8387
He 0.7645 0.8777 0.8686 0.8848 0.8042 0.9151 0.8763
Todos
Na 59 9.5 6.8 68 8.0 8.8 7.7
Ho média 0.4341 0.5965 0.8545 0.6800 0.86240 0.5898 0.5651

He média  0.7050* 0.7815* 0.7266* 0.7340* (0.7202% 0.7232% 0. 7381*
Na, hlimero médio de alelos por loco; Tz, ndmero de amostras analisadas por loco e por populacao;
He, estimativa ndo enviesada da heterozigesidade esperada; Ho, heterozigosidade observada;
* Desvio significativo das proporgdes de H-W, apds o procedimento segiencial de Bonferroni {a = 0.05).

CaLACACe CAC AL AL A LaG i Cn C L QAL DAL CATALY CACACACAL-BACACLACACAC L AL CACRCACACAC/CARAGACACACACACAR AL ACACACEEALAD 99



Essas observagdes violam o primeiro pressuposto na hipdtese inicial formulada, de que as
subpopulagoes de C. hominivorax no extremo sul de sua distribuicdo apresentariam uma
variabilidade reduzida quando comparadas as amostras centrais em relagio & distribuigo da
espécie. A recolonizacdo ocorrida ap6s a reducdo populacional na estacdo desfavoravel é
acompanhada por uma rapida taxa de crescimento das populagbes de C.hominivorax que pode
ter garantido a manutencdo da variabilidade genética. Isto condiz com a capacidade de
recuperagao da espécie que sofre uma drastica reducio populacional no periodo de seca e se
recupera rapidamente nas estagbes chuvosas. Esta sazonalidade nos casos de infestacdo pela
mosca da bicheira é observada em toda extensdo de sua distribuigdo. Qutro fator comum entre as
localidades analisadas € a utilizagdo indiscriminada de inseticidas que também causariam a
reducéo populacional desta mosca.

De 1716 comparacbes entre pares de locos para detectar desequilibrio de ligacédo, 348
apresentaram P-valor menor que o nivel de significAncia adotado (o = 0,08). Apds a correcdo
seqlencial de Bonferroni associagdes ndo aleatdrias entre pares de locos foram observadas em
47 comparacgoes. Os pares de locos que apresentaram desequilfbrios ndo foram os mesmos nas
diferentes subpoputagdes, indicando que os desequilibrios ndo foram resultantes de uma ligagdo
fisica no cromossomo. Mais uma vez o fator que pode estar implicando neste resuitado é

miscigenagao recente de subpopulagdes decorrente dos eventos de extingdo-recolonizacgéo.

Evidéncia de redugdo (gargalo) populacional recente
Assim como verificado anteriormente no capitulo 4, em nenhuma subpopulagdo foi detectado
gargalo simultaneamente nos trés modelos de mutacao (Tabela 21), ndo havendo uma evidéncia

concreta de gargalo populacional nas amostras analisadas.

Diferenciacéo Interpopulacional

A diferenciagao interpopulacional medida em termos da estimativa de Fsr foi verificada nas
amostras da Ameérica do Sul. Devido a observagao de que as amostras obtidas em diferentes
periodos no Uruguai eram diferenciadas entre si, um cuidado maior foi tomado na comparagao
enire elas e as outras subpopulagbes da América do Sul. As amostras da mesma localidade do
Uruguai obtida em periodos diferentes ndo foram agrupadas. Além disso ndo foi possivel analisar
amostras contemporaneas nas outras localidades devido & heterogeneidade nos periodos de
coleta nas outras localidades, fato justificado pela ampla extensdo territorial amostrada. Desta
forma, trés conjuntos de subpopulagtes foram utilizados para o célculo da diferenciagdo
interpopulacional em termos da estimativa de Fsr (Tabela 22). O primeiro deles exclui as amostras
obtidas no Uruguai em 2004, o segundo exclui amostras obtidas no Uruguai em 2003, o terceiro

grupo inclui todas as amostras do Uruguai sem, no entanto, agrupa-las.
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Tabela 21. Teste utilizado para detecgéo de redugao populacional no programa BOTTLENECK.

. Modelo de P~alor .
Localidade mutaco Hom o Interpretacao
1AM 0.96143 0.04614 Excesso Heterozigotos
Pinheiro Machado, RS TPM 0.39551 0.6333 Equitibrio
SMM 0.02612 0.97876 Deficiéncia Heterozigotos
1AM 0.97388 0.03198 Excesso Heterozigotos
Fagundes Varela, RS TPM 0.83032 0.19019 Equilibrio
SMM 0.45483 0.57495 Equilibrio
1AM 0.66138 0.3667 Equilibrio
Sto . Ant. das Missoes, RS TPM 0.13308 0.8833 Equilibrio
SMM 0.00305 0.99768 Deficiéncia Heterozigotos
1AM 0.89475 0.00671 Excesso Heterozigotos
Carambei, PR TPM 0.71533 0.31104 Equilibrio
SMM 0.04614 0.96143 Deficiéncia Heterozigotos
IAM 099878 0.00171 Excesso Heterozigotos
Estiva, MG TPM 0.57495 0.45483 Equilibrio
SMM 0.00403 0.99695 Deficiéncia Heterozigotos
1AM 0.92432 0.08813 Equilibrio
S. S. do Paraiso, MG TPM 0.57495 045483 Equiiibrio
SMM 0.0647 0.94507 Equilibrio
1AM 0.97388 0.03198 Equilibrio
Campo Grande, M5 TPM 0.74072 0.28467 Equitibrio
SMM (.06493 0.95386 Equilibrio
1AM 0.99329 0.01709 Excesso Heterozigotos
Costa Rica, MS TPM 0.05493 0.95386 Equilibrio
SMM 0.68896 0.33862 Equilibric
1AM 0.99939 0.00085 Excesso Heterozigotos
Caiaponia, GO TPM 0.78809 0.23486 Equilibrio
SMM 0.00871 0.99475 Deficiéncia Heterozigotos
1AM 0.99329 0.01709 Excessa Heterozigotos
Goianira, GO TPM 0.94507 0.0647 Equilibrio
SMM 0.1167 0.82819 Equilibrio
1AM 0.99963 0.00061 Excesso Heterozigotos
Goiania, GO TPM 0.66138 0.3667 Equilibrio
SMM 0.01709 0.99329 Equilibrio
1AM 0.99876 0.00037 Excesso Heterozigotos
Cocalinho, MT TFM 0.96802 0.03857 Excesso Heterozigotos
SMM 0.39551 0.6333 Equilibrio
1AM 1 0.00012 Excesso Heterozigotos
S. M. das Barreiras, PA TPM (0.95386 0.05493 Equilibrio
SMM 0.10181 091187 Equilibrio
1AM 0.97388 0.03198 Excesso Heterozigotos
Barguisimeto, Venezuela TPM 0.74072 0.28467 Equilibric
SMM 0.05493 0.95386 Equilibrio

1AM, Modelo de mutacdo de alelos infinitos (“Infinite Allele Model");

TPM, Modelo de mutacao de duas-fases (“Two-Phase Model”), com 70% de SMM;

SMM, Modeio de mutagdo passo-a-passc {“Stepwise Mutation Model™);

Hewe [P-vaior do teste “Wilcoxon sign-rank (one-tailed)” para hipétese alternativa de excesso de heterozigotos; Hoer, P-
valor do teste “Wilcoxon sign-rank {one-tailed)” para hipdtese afternativa de deficiéncia de heterozigotos;

Tabela 22. Estimativas globais de Fst nos grupos de amastras.

Estimativa de Fst(8) P-valor
Grupo 1 (21 subpopulagdes) 0,032 £ < 0.00001
Grupo 2 (19 subpopulagoes) 0,045 P < 0.00001
Grupo 3 (26 subpopulagdes) 0,043 P < 0,00001

Grupo L Subpoputagdes do Uruguai obtidas em 2003, do Brasil e da Yenezuela (Barquisimeto)
Grupo 2: Subpopulagdes do Uruguai obtidas em 2004, do Brasil e da Venezuela {Barquisimeto}
Grupo 3: Todas as subpopulacdes do Uruguat, do Brasil e da Venezuela {Barquisimeto)
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As estimativas globais de Fsr, apesar de baixas, foram significativas indicando uma
estruturagao populacional nas amostras analisadas. Mesmo em uma espécie com uma alta taxa
de dispersdo estes valores sdo surpreendentemente baixos tendo em vista a vasta extenséo
territorial abrangida (amostras distantes por até 5 000 km foram comparadas).

Os resultados que estao sendo obtidos através PCR-RFLP do DNA mitocondrial (M. L. Lyra,
comunicag@o pessoal), utitizando o mesma conjunto amostral, também estdo indicando uma
baixa estruturagao poputacional (estimativa de Fsr, $sr= 0,039, P < 0,05).

Para testar a influéncia da migracdo no baixo nivel de estruturacéo, as estimativas de Fsr
entre pares de subpopulagdes foram calculadas (dentro dos grupos 1 e 2) e foi verificado se havia
relacao entre as distancias genéticas e geogréficas. As estimativas de Fsr para todos os pares do
grupo 1 estio indicadas na tabela | e do grupo 2 na tabela |l (Anexo 3).

As estimativas de Fsr entre pares de subpopulagfes também foram em geral baixas e néo
foram significativamente diferentes de zero para 112 de 210 pares nas comparagdes dentro do
grupo 1 e para 126 de 171 pares nas comparagbes dentro do grupo 2. As estimativas
estatisticamente significativas variaram de 0,0107 (entre Santa Maria das Barreiras, PA e
Caiapdnia, GO) a 0,1302 (entre Colonia del Sacramento (2004), Uruguai e Santo Antdnio das
Missoes, RS). A Unica subpopulagdo que apresentou todas as estimativas significativas foi a de
Barquisimeto, Venezuela, ou seja, ela se diferenciou de todas as outras subpopulagdes. Mesmo
assim, as estimativas foram baixas variando de 0,0251 (com S&o Sebastido do Paraiso, MG) e
0,1193 (com Colonia del Sacramento {2004), Uruguai).

Estes resultados estdao em contraste com os resultados obtidos por Infanie-Vargas e
Azeredo-Espin (1995), Infante-Malachias et al. (1999) e Infante-Malachias (1999), que, utilizando
marcadores RFLP do DNAmt, RAPD e Isozimas, respectivamente, indicaram que as amostras de
C. hominivorax de populagbes brasileiras apresentavam altos indices de diferenciacdo genética,
com reduzido fluxo génico. As particularidades de cada marcador molecular poderiam expiicar a
divergéncia observada entre os estudos, bem como as diferentes localidades amostradas (nos
estudos anteriores foram amostradas populagdes geograficas do Estado de Sdo Paulo).

Entretanto, uma das principais diferencas entre o presente estudo e os anteriores é o
critério de amostragem. Como ndo houve sucesso em se utilizar atrativos artificiais para coletar a
espécie em armadilhas (A. M. L. de Azeredo-Espin, comunicacdo pessoal), a alternativa
empregada vem sendo a coleta de larvas diretamente em feridas de animais infestados. Esta
abordagem pode gerar desvios nos resultados caso um critério ndo seja estabelecido para se
evitar a utilizagao de individuos resultantes de um Unico cruzamento como uma amostra da
subpopulagao. Isto ocorre pois as larvas que estdo se alimentando em uma ferida aberta podem
ser origindrias de poucas oviposigdes ou apenas uma (Thomas & Mangan, 1989). Se todos os

individuos de uma ferida forem coletados, o tamanho da amostra pode ser adeguado de 20-30
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individuos, mas eles podem ser de uma ou duas familias, 0 que geraria um desvio nos resultados
finais.

Nos estudos realizados anteriormente, foram utilizados entre 16 e 27 individuos por
ferida e, em cada subpopulacdo analisada, foram amostrados individuos de uma, duas, trés ou
nove feridas. A utilizacdo de muitos individuos por ferida associada @ amostragem em poucas
feridas pode ter gerado desvios, devido ao aumento da freqléncia de haplbtipos ou alelos raros e
devido a ndo observacao de todos os possiveis haplétipos ou genotipos em determinado loco.

Neste estudo, foi estabelecido um critério com o objetivo de se escolher individuos
provenientes de diferentes posturas. Para isso uma amostragem mais ampla foi realizada em
cada localidade, em um nGmero maior de animais e, conseqlentemente, houve um maior
nimero de feridas amostradas. Além disso, o estagio larval e haplétipo mitocondrial {Lyra et al.,
2005, M. L. Lyra, comunicagdo pessoal) foram utilizados para seiecionar individuos que se

alimentavam na mesma ferida, mas eram provenientes de diferentes oviposigdes.

Teste do modelo de isolamento por distancia

A correlagao entre as distincias genéticas e geograficas das amostras néo foi significativa
apés o teste de Mantel tanto nas amostras do grupo 1 (F=0,25270, Figura 15A), como nas
amostras do grupo 2 (P = 0,12860, Figura 15B).

Testes excluindo localidades separadas por distdncias menores que 100 km (grupo 1,
P = 0,1300; grupo 2, P=0,2430) ou 200 km (grupo 1, P=0,2340; grupo 2, P =0,1270) nao
forneceram uma correlacao significativa entre Fsr e log da distdncia. Testes empregando outras
distdncias minimas e maximas também nao indicaram quaisquer associagtes de distancias
genéticas e geogréficas {dados nao mostrados).

A baixa diferenciacdo encontrada entre as subpopulacdes nao era esperada em
distancias tdo grandes (por exemplo, estimativa de Fsr = 0,0534, entre amostras apresentando a
maior distancia geogréafica, 5180 km). Também a auséncia de isolamento por distancia foi uma
surpresa, uma vez que se pressupde uma migracdo igualmente provavel em todas as diregdes e,
devido & auséncia de barreiras geogréficas impedindo a dispersdo de C. hominivorax, seria
esperado que esta migragdo fosse limitada apenas pela distancia geografica.

De acordo com a hipdtese inicial formulada com base nos estudos anteriores em
populacdes de C. hominivorax, as subpopulages com distribuigdo central apresentariam uma
alta diferenciagio genética, estruturada de acordo com o medelo de isolamento por distancia e
as populagdes periféricas tenderiam a apresentar uma reduzida variabilidade genética com
reiagdo & sua distribuicio central. Neste estudo utilizando uma nova classe de marcador
molecular e uma maior abrangéncia geografica, foi mostrado que: (1) nao ha redugdo da
variabilidade genética no extremo da distribuicdo da espécie; (2) ha uma baixa diferenciagao

populacional e (3) as subpopulagdes ndo seguem um modelo de isclamento por distancia.
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Figura 15.Teste do isolamento por distancia. Regressao linear de Fs1/(1 - Fs1) entre 0s pares de populactes
contra o logaritmo natural das distdncias geogréficas entre pares de populagdes. A, subpopulagbes do
grupo 1. B, subpopulages do grupo 2.

Diante deste cendrio, novas inferéncias podem ser feitas acerca dos processos
influenciando a estrutura populacional de C. hominivorax. Estas tentativas de se explicar os
padroes observados podem ser divididas em dois processos principais: (A) Processos

demograficos contempordneos e (B) processos histéricos.

A. PROCESS0S DEMOGRAFICOS CONTEMPORANEQS

Os resultados da analise conjunta das amostras da América do Sul foram semelhantes aos
apresentados nas amostras do Uruguai isoladamente (capitulo 4). Como discutido, & simpies
migracao das moscas entre as diferentes subpopulagdes ndo & suficiente para explicar a baixa
diferenciagcdo populacional, uma vez que isto resultaria em uma correlagdo positiva entre
disténcias geograficas e genéticas.

A migragao passiva das larvas através de animais infestados poderia explicar em parte as
observagbes em uma escala local. O transporte de animais pode ocorrer entre diferentes
fazendas do mesmo proprietario, ou entdo em estagios precoces da infestacdo (como ovos ou
larvas de primeiro instar) através da venda de animais, o que € proporcionado pelas praticas
inadequadas de manejo e falta de fiscalizacdo no transporte de animais domésticos. A migragao
passiva, no entanto, ndo deve ser responsavel pelas observagbes na escala analisada, por varias
razoes, (1) o custo do transporte de animais por grandes distancias é muito alto, restringindo esta
pratica; (2) as infestagBes em estagios mais adiantados séo de facil deteccdo, o que dificulta a
venda de animais infestados e (3) a fiscalizag@o é mais restrita em fronteiras internacionais.

Os resultados obtidos neste capitulo juntamente com a analise temporal descrita no

capitulo anterior indicam que a dinfmica populacional locat da mosca da bicheira inclui
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flutuacBes populacionais dependentes da ocorréncia de migracao, extingdo e recolonizagdo. A
diferenciacéo genética temporal pode ocorrer quando ha ocorréncia de extingio local, devido a
flutuacdes significativas no tamanho populacional e a colonizagéo subseqiente do habitat por
individuos de populagies de outras localidades mais distantes. Assim, os dados obtidos podem
se encaixar em um modelo de metapopulactes. No entanto, para uma espécie de distribuigao
continental, ocorrendo também em ilhas ocednicas, pode-se aplicar o modelo metapopulacional?

Uma metapopulagao (quadro 8), pode ser definida como o conjunto de su bpopulacdes de
determinada espécie, sendo que cada uma das subpopuiagdes ocupa um diferente fragmento de
um habitat subdividido. A maioria das espécies estd naturalmente distribuida como
metapopulagdes (Dobson, 2003; Hansky & Gaggiotti, 2004): muitos insetos vivem em arvores ou
outras plantas, que a0 um fragmento de habitat; muitos peixes e invertebrados marinhos vivem
em corais de recife; a maioria dos parasitas vivem em hospedeiros que sao efetivamente
fragmentos de habitat. No caso especifico de C. hominivorax, ha fragmentagdo de habitats sob
varios aspectos: cada fazenda onde a larva se desenvolve em um animai pode ser considerada
um fragmento, bem como cada regiao essencialmente de pecuaria, gue, geralmente, nao sio
continuas, apresentando regides de producdo agricola que poderiam atuar na fragmentagao do
habitat. Por fim, a distribuicdo de matas, onde ha sitics de agregacdo das moscas adultas
(Phillips et al., 2004), é atualmente fragmentada devido a a¢ac humana.

Assim, de acordo com a distribuicdo da espécie em habitats fragmentados e com 0s
resultados aqui demonstrados, seria interessante ver cada subpopulagéo de C. hominivorax como
uma metapoputacdo.

A teoria de metapopulagbes vem recebendo uma maior atengao dos pesquisadores
interessados na infiuéncia deste modelo em programas de conservagdo de espécies amegadas
de extingdo e em programas de controle de espécies-praga (Hansky & Gaggiotti, 2004). Para
algumas outras espécies apresentando caracteristicas comuns a C. hominivorax, como ampla
distribuicdo e status de praga, ja foram descritas estruturas populacionais de acordo com o
modelo de metapopulagdes. Este modelo de dindmica populacional foi descrito para a mosca do
mediterraneo, Ceratitis capitata. Em um estudo ecolégico em uma extensao 3000 km2de culturas
agricolas, Israely et al. (2005) analisaram componentes espaciais e temporais influenciando o
padrao de distribuicdo da mosca em lsrael. Neste pais, mesmo com o controle rotineiro e a
reducdo temporaria da densidade populacional, a mosca se recupera rapidamente. Assim como
C. hominivorax, a mosca C. capitata ndo resiste ao inverno israelense, mas recoloniza esta regiao
no inicio da estacdo favordvel a partir de areas mais propicias na costa do Mediterrineo e no vale
do rio Jorddo. Os resultados obtidos na analise temporal indicaram que em duas das trés
localidades analisadas, a recuperacdo das populagbes no inicio do veréo seria, provavelmente,
um resultado de recolonizacdo a partir de outras populagbes e ndo do crescimento de uma

populagdo residuat gue sobreviveu ao inverno. A concluséao foi de que a migragaco das moscas por

CAChCAELEAC R DACACACHRALELY CACACHCACAEACACACACACACALALALACATACACHE, CiCACaCACACALACACHCACACACACHCRE " CagACRCACADR }_05



grandes distancias tinha um papel fundamental na manutengdo das populagdes da mosca do
mediterrdneo no pais.

Outro exemplo vem de Anopheles gambiae, principal inseto vetor do Plasmodium
falciparum, parasita causador da matéria. A diversidade genética de populagbes deste mosquito,
€ afetada por flutuacbes na estrutura genética temporal e geografica. As populacbtes de
A. gambiae s&o caracterizadas por heterogeneidade geografica, auséncia de cruzamento ao
acaso e auséncia de limites para dispersé@o. Estudos micro-geograficos em uma vila em Mali
indicaram uma estrutura de metapopulacdo (Taylor & Manoukis 2002). No entanto, duas
estruturas diferentes de metapopulagédo sao propostas para esta espécie para tentar explicar a
manutengao das populagbes locais. No primeiro cendrio, as populagdes locais desaparecem
completamente durante a estagéoe seca e sdo restabelecidas na estacdo favoravel. No segundo,
as populagoes locais s&o mantidas in situ por alguma forma de estivacdo ou diapausa dos
individuos na estag@o seca. Com o retorno de condicdes favoraveis, os individuos estivados
restaurariam a populagéo. Com os dados obtidos para esta espécie até o momento, ainda nao foi
possivel determinar qual fator tem maior importancia ne padrao observado de estrutura genética.

Em uma espécie de gafanhoto, Schistocerca gregaria (lbrahim, 2001), foi descrita
estrutura de metapopulagoes altamente dependente de processos de extingéo e recolonizacio.
Esta especie, juntamente com espécies do género Locusta representam as maiores pragas da
agricultura em areas desérticas do velho mundo. Durante a época chamada de recessdo, esta
espécie fica reduzida a pequenos tamanhos populacionais dificilmente detectdveis que estdo
sujeitas a extingdes locais. No entanto, na época dos surtos da praga, hd um aumento
surpreendente na densidade populacional criando as nuvens de gafanhotos que atacam culturas
agricolas em até 60 paises no velho mundo. Segundo o autor, a estrutura de metapopulagao,
principalmente a recolonizagdo de nichos desocupados, é fundamental para manter os ciclos de

surtos e retracao populacional desta espécie.

B. PROCESSOS HISTORICOS
Estimativas de fluxo génico entre populacbes de uma espécie sdo geralmente baseadas em
indices de diferenciacéo como estimativas de Fsr. Esta abordagem se baseia em uma série de
pressupostos. O mais crucial deles e aquele que é o mais provavel de ser violado em varias
populacbes naturais, é o equilibrio entre mutagdo, migracdo e deriva. A violagdo do equilibrio é
critica em espécies-praga (organismos que dependem dos homens e de seus recursos, como
agentes causadores de doengas humanas, de animais domésticos, de plantas cultivadas), cujo
tamanho efetivo de populagdes & geralmente alto e cuja histéria demografica € recente
(Donelly et al., 2001).

Lehmann et al. (1996) conduziram um estudo da distribuigdo da variabilidade genética de

locos de isozimas e microssatélites entre populages de A. gambiae do Quénia e Senegal, na



Africa. Estes autores enconiraram uma baixa diferenciacdo populacional {Fer = 0,016) e
estimaram um alto nivel de fluxo génico entre as poputacdes (Nm > 7.7) separadas por mais de
6000 km. Besansky et al. {1997), analisando dados de seqéncia de uma regiao do gene
mitocondrial ND5 (665 bp) de sete vilas no Quénia e trés em Senegal, encontraram uma
homogeneidade entre as subpopulagdes dos dois paises (Fst = 0,085) e, conseqilentemente, as
estimativas de fluxo génico foram altas (Nm = 5.4). Resultados similares foram obtidos para
A. arabiensis, cujas populagbes separadas por até 7000 km também foram homogéneas
(Fst = 0.044, Nm = 10.8). Em 2001, Donelly e colaboradores, ao analisar a variabitidade genética
de 18 locos de microssatélites em populacdes africanas de Anopheles arabiensis e A. gambiae,
verificaram gue as populagdes analisadas ndo estavam em equilibrio mutacdo-migracio-deriva e
que esta observagao era consistente com a detecgao nos estudos anteriores de baixos niveis de
diferenciacédo genética ao longo da distribuigdo destas duas espécies. Nestes estudos, os autores
atribuem os baixos niveis de divergéncia entre populagdes distantemente separadas a historia
destas populacdes, como sendo uma conseqléncia de uma expansao recente nos Gltimos 2 a b
mil anos, associada & expansao de populagdes humanas na Africa. Nestes estudos, a expansao
populacional acarretou na auséncia do equilibrio mutacao-migragdo-deriva, provavelmente
inflando a taxa de fluxo génica.

Padrdes similares foram observados em Ceratitis capitata (Bonizzoni et &l., 2001), C. rosa
e C. flavicentris (Baliraine et ai., 2004), em Drosophila melanogaster {(Agis & Schliotterrer, 2001) e
em populacdes de besouros copréfagos da espécie Aphodius fossor que utiliza dejetos bovinos
para a alimentacdo das larva, demonstrando, assim coma C. hominivorax, uma alta dependéncia
da pecudria (Roslin, 2001),

Um paralelo pode ser estabelecido entre estes estudos e a presente analise das
subpopulagdes de C. hominivorax. Neste estudo, foi observado um desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg em quase todos os testes realizados. Da mesma forma, foi observado um nlimero alto
de testes de desequilibrio de ligagdo significativos. Estes resultados sao acompanhados de uma
baixa estruturacdo genética em termos de estimativas de Fsr e auséncia de isolamento por
distancia. Estes resultados também poderiam ser explicados por uma expansao populacional
recente de C. hominivorax. Este aumento provavelmente acompanhou a introedugao do gado e da
pecuaria na América do Sul apés o inicio da colonizacdo do continente. 0 primeiro registro da
introducdo do boi na América do Sul &€ de 1534 € a pecudria & registrada como uma pratica
comum a partir do ane 1614, quando se torna um fator de povoamento do interior. Dois cenadrios
podem ser imaginados com relagdo & expansao populacional de C. hominivorax na América do
Sul. No primeiro deles, a espécie j& era encontrada no continenie antes da introducdo do gado,
vivendo em populagbes de tamanho efetivo pequeno, infestando animais selvagens de pequeno e
médio porte. A introducdo da pecudria intensiva representou a criagdo de um nove nicho para

C. hominivorax, causando um rapido e desordenado crescimento populacional. No segundo

EhELAC! B LA A CALAEACACACAC M LACALAGCALAC A CuCACHEAEACRCACACAC, O LAY CACACACAE CACnEAli B GalsCalf Lo L/ CACADATaDAL 107



cenario, esta espécie ndo era nativa ao continente, mas foi introduzida e tornou-se um probtema
para pecudria nos paises da América do Sul.
O género Cochiiomyia & formado por quatro espécies, C. hominivorax (Coquerel), C. macefiaria
(Fabricius}, C. aldrichi (Del Ponte) e C. minima (Shanon), sendo que destas espécies somente C.
hominivorax € descrita como ectoparasita obrigatério (Dear, 1985). A distribuigdo de C. macefiaria
€ simpatrica a C. hominivorax. C. aldrich estd presente na Fldrida (Estados Unidos), nas
Bermudas, Bahamas, Cuba, Porto Rico, San Salvador, llhas Virgens e llhas Caimans (Dear, 1985).
Ha registros desta espécie também na Repiblica Dominicana e Antilhas (Hall, 1965). A
distribuicao de C. minima & mais restrita, incluindo Jamaica, Cuba, Republica Dominicana, Porto
Rico, lihas Virgens, Antilhas e na Flérida (Hall, 1965; Dear, 1985). Com estas observacdes, a
radiagdo do género pode ter ocorrido fora do continente sul americano e as duas espécies,
C. hominivorax e C. macelfaria, podem ter sido introduzidas na América do Sul. No entanto,
estudos anteriores apontam a América do Sul como o provavel centro de diversidade e origem da
mosca da bicheira {Infante-Malaguias, 1999) e nenhum estudo avaliando a dindmica e estrutura
genética de populacdes de quaisquer destas espécies foi realizada de uma forma abrangente
fora da América do Sul, sendo assim, ainda prematuro defender o status de C. hominivorax como
uma espécie introduzida.

Independente de qual seja o cendrio que melhor descreve a histdria evolutiva desta
espécie, fica evidente a influéncia humana na estrutura de populagdes desta praga da pecudria e
do potencial de disperséo e adaptagéo da espécie, que deve ser considerada uma espécie de alto

risco quando introduzida em um novo ambiente.
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PARTE 3, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Geralmente, modelos de genética de populagdes ignoram a complexidade de sistemas biologicos.
Estimativas de parametros evolutivos, como por exemplo fluxe génico, raramente sao validas
porque os parémetros que definem estes modelos séo variaveis espaciais € temporalmente e sdo
muito sensiveis a forcas evolutivas. Modelos convencionais pressupéem que a estrutura
populacional e pardmetros demogréaficos como tamanho populacional e taxas de dispersao sao
uniformes e constantes no tempo e espago. Pressupostos de equilibrio demografico e genético
ndo sao realistas e sao, naturalmente, violados, como verificado nas populacOes de
C. hominivorax da América do Sul.

Como apresentado nos capitulos 4 e 5, a estrutura populacional de C. hominivorax nao
segue os modelos classicos de genética de poputagdes. A auséneia de equilibrio, a manuten¢ao
da variahilidade em toda extensdo analisada, a baixa diferenciacdo poputacional e a auséncia de
correlacdo entre distancias genéticas e geogréficas levaram a rejeigdo da hipbiese inicial
formulada com base em estudos anteriores. Duas novas hipoteses foram propostas para tentar

explicar os resultados obtidos:

1. As subpopulagbes de C. hominivorax seguem o modelo de metapopulagdes em uma
escala microgeografica e
2. Houve uma expansio recente da espécie no continente sul-americano, provavelmente

coincidente com a introducéo do gado e de sistemas de pecudria intensiva.

Para testar se as duas hipfteses, isoladamente ou combinadas, estdo modelando a
estrutura populacional de C. hominivorax na América do Sul, ainda sdo necessarias algumas
investigacbes. Nas amostras ja analisadas a comparagéo com marcadores do DNAmt podera
ajudar na compreensdo da expansao desta espécie, uma vez que estes marcadores apresentam
uma taxa mais lenta de evolugdo podendo recuperar 2 historia da expansao de C. hominivorax.
Esta anadlise vem sendo conduzida em nosso laboratério através da técnica de PCR-RFLP
(Lyra et al., 2005, M. L. Lyra, comunicacdo pessoal). Seria interessante, nesse contexto, que
também fosse realizado o seqilenciamento de regides especificas do DNAmt, tais como a regiao
controle e a citocromo oxidase, subunidade |.

A analise de amostras da mosca da bicheira coletadas nas ilhas do Caribe, como Cuba e
Jamaica, fornecera um quadro mais completo ao longo de toda a distribuicdo geografica atual
desta espécie. Desta forma poder-se-a investigar se padroes semelhantes de variabilidade
genética e diferenciagdo de populactes sdo observados. Em particular, esta analise global da

espécie também poderd sugerir um provével local de centro de origem da espécie.
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Para verificar a dinadmica das subpopulacbes de C. hominivorax, uma abordagem
microgeografica deverd ser adotada. Associada a estudos ecoldgicos investigando dindmica
populacional e taxas de extingdo e recolonizagédo especificas para cada subpopulagdo, a anélise
utilizando os marcadores microssatélites desenvolvidos poderd gerar resultados acerca do
tamanho populacional e padrées de recolonizag@o, coma rota e taxa de fluxo génico.

Os dados obtidos neste estude revelam um novo cendrio muito mais complexo do que se
havia imaginado para C. hominivorax, e ,desta forma, as implicagbes para o estabelecimento de
programas de controle nao sao intuitivas. Cada uma destas hipdteses tem implicagbes distintas
em programas de controle,

Em C. hominivorax, ha uma longa lista de sucesso em programas de erradicacdo através
do SIT. O dnico caso de programa probleméatico ocorreu na Jamaica. M. J. B. Vreysen
(comunicacéo pessoal) e Vreysen et al. (2005) atribuiram o insucesso do programa a problemas
operacionais como auséncia de estrutura de manejo, financiamento e monitoramento adequados
ao funcionamento do SIT. Outras dificuldades foram associadas a problemas de base biologica
como a falta de controle de quatidade das moscas liberadas e a auséncia de estudos basicos em
dindmica, distribuicdo e densidade das populagbes-alvo, bem como de estudos de
compatibilidade sexual. Estes pardmetros populacionais podem ser inferidos indiretamente
através de estudos de genética de populagdes. Em estudos futuros, caso os padrdes observados
na Jamaica reproduzam os encontrados na América do Sul, serd um alerta com relacéo a eficdcia
do programa no continente.

Como outro exempio de uma iniciativa sem sucesso estd a tiberacdo de insetos estéreis
de C. capitata em Israel entre janeiro de 2001 e agosto de 2002. A esperada redugdo nas
populagbes de C. capitata nao foi observada. Israely et al. (2005) alegaram que se acreditava que
a mosca do mediterréneo possuia uma habilidade restrita de migracdo e gue era incapaz de
migrar entre fragmentos. Os autores atribuiram o fracasso do SIT no pais a dindmica da espécie
cujas populagbes eram efémeras e sua manutengdo dependia da migragdo por grandes
distancias.

Como nos locais onde houve programas de sucesso nao foram realizados estudos prévios
para a investigacéo da dindmica e estrutura genética de populagdes de C. hominivorax, é dificil
prever o resultado de programas semelhantes na América do Sul ou ilhas do Caribe. Caso o
cenario proposto neste estudo seja confirmado por investigagdes adicionais, é provavel que a
melhor estratégia para o controle de populacdes de C. hominivorax seja uma agdo sincronizada e
de grande amplitude geografica e ndo da forma como é realizado atuafmente através de
iniciativas isoladas. Também é importante para o sucesso do programa de controle que haja o
uso de um sistema integrado, com o uso coordenado de diferentes métodos de controle e o

aproveitamento das restrigdes climaticas para auxiliar na redugéo populacional. Somente dessa
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forma pode se assegurar gue os refligios ndo servirdo de fonte para novas recolonizagdes, 0 que
comprometeria a eficacia da iniciativa de erradicagao.

Neste estudo, foram amostrados, ao todo, 613 individuos de C. hominivorax de 21
localidades geogréficas, em um transecto de 5180 km de exiensao, sendo que em cinco delas
foram feitas amostragens temporais. Este &, até hoje, o estudo mais extenso e mais abrangente
realizado para C. hominivorax. Nele, fornecemos dados essenciais sobre a estrutura genética de
populagdes desta espécie que contradiz estudos anteriores que pode indicar diferentes
abordagens em programas de controle. Estes dados genéticos, juntamente com dados obtidos a
partir de estudos ecoldgicos poderdo ser utilizados na avaliagdo do tamanho necesséario da
unidade de manejo e da éarea de implantagdo do programa, fornecendo informagdes
fundamentais para a tomada de decisbes no gue concerne & etradicacao desta importante praga

da pecudria ao jongo de sua atual distribui¢do geografica.
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CONCLUSOES GERAIS

1. Foram obtidos 17 locos de microssatélites polimérficos que, combinados, poderdo ser
utilizados em novos estudos com o objetivo de elucidar aspectos evolutivos como
estruturagao e fluxo génico nas areas de atual distribuigdo, para monitorar a expansio da
C. hominivorax, bem como identificar a origem de re-introducdes. Além disso, estes
marcadores poderdo ser utilizados no controle de qualidade da criagdo em massa da espécie

em biofabricas;

2. Os locos desenvolvidos apresentam um potencial de utilizagdo em outras espécies da famitia
Caltiphoridae e, apGs a verificacdo do conteldo de polimorfismo de cada ioco, poderdo ser
utilizados em estudos diversos. Os 17 locos desenvolvidos para C. hominivorax estio sendo
utilizados na amplificagéo heterdloga de locos de microssatélites em C. macellaria e vém
apresentando polimorfismo nas amostras analisadas, mostrando mais uma aplicacao dos

marcadores desenvolvidos.

3. Foram padronizados protocolos genéricos e eficientes para a producao de biblictecas
enriguecidas em microssatélites, que podera ser aplicada em outras espécies, assim como

podera ser adaptada para outras classes (motivos) de microssatélites.

4. Um conjunto de ferramentas para a anélise de microssatélites foi desenvolvido, facilitando o
processo de isolamento destes marcadores através da economia de tempo e esforgo na
andlise do grande volume de seqUéncias. 0 FiRe podera constituir ndo somente uma
ferramenta local para o hosso grupo, mas uma alternativa difundida entre vérios taboratorios

com interesse comum em reduzir a m&o de obra envolvida no isolamento de microssatélites.

5. Utilizando os marcadores microssatélites desenvolvidos, amostras coletadas durante o verao
de 2003 e 2004 no Uruguai foram utilizadas em uma comparacio entre populaches
geograficas, na qual foram observados desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg
em todas as subpopulagdes, desequilibrio de ligagdo em um grande nimero de pares de
locos de microssatélites, e auséncia de uma correlagdo positiva entre distancias genética e
geografica. Estas observacbes foram interpretadas como um indicativo de um evenio recente

de colonizagdo,

6. Foram verificadas estimativas de diferenciagdo temporal nas amostras uruguaias, em geral,
maiores que as estimativas de diferenciagdo espacial e uma diferenciagdo populacional

significativa entre subpopulacdes da mesma localidade em periodos diferentes.
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7.

10.

11.

12.

Eventos de extingdo e recolonizagdo podem ter uma grande importancia na estrutura genética
de populagdes de C. hominivorax. Estas alteragdes demogréaficas podem ter sido causadas
pela diminuicdo na temperatura e umidade no inverno e/ou aplicagdo recorrente de
inseticidas, que podem ter causado mortalidade em massa e conseqiente redugdo ou

extingdo local de populacdes seguidas por recolonizacao em épocas favoraveis;

Devido a diferenciacdo temporal observada, & provavel que a estivag@o, ou diapausa, tenha
uma reduzida importdncia na manutencdo das populacgdes de C. hominivorax apds estacoes

desfavoraveis;

A recolonizagdo ocorrida apés a reducdo populacional na estacao desfavordve! é
acompanhada pela manutengdo da variabilidade genética que pode ter sido garantida devido
a uma rapida taxa de crescimento das populagbes de C. hominivorax, o que também

demonstra o potencial invasor da espécie em novos ambientes;

Neste estudo populacional, que & o mais abrangente ja realizado na espécie, a auséncia de
equilibrio foi acompanhada da manutencéo da variabilidade em toda extensdo analisada, da
baixa diferenciacdo populacional e da auséncia de correlagdo entre distncias genéticas e

geograficas;

A estrutura populacional de C. hominivorax pode ser um resultado de (A) eventos
demograficos contemporéneos como redugdo ou extinggo populacional, migragdo e
recolonizacdo; ou (B) eventos histdricos como a expans@o populacional com a introdugao da

pecuaria;

A meihor estratégia para o controle de populagdes de C. hominivorax devera ser uma agéo
sincronizada e de grande amplitude geografica com o uso de um sistema integrado de

controle, com o uso coordenado dos diferentes métodos disponivels.
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Abstract

Cochliomyia hominiverax (Calliphoridae) is one of the most impertant myiasis-causing flies and is responsible for severe
econemic losses to the livestock industry throughout the Neotropical region. In Brazil, C. hominivorax has been controlled
mainly with organophosphate (OP) insecticides, although the inappropriate use of these chemicals can result in the selection of
resistant flies. Changes in carboxylesterase activity have been associated with OP insecticides in some arthopodan species. In
this work, we isolated and characierized part of the E3 gene in C. hominfvorax (ChaE7), which contained the same substitutions
responsible for the acquisition of OP hydrolase activity in Lucifia cuprina (Callipheridae). Digestion of the polymerase chain
reaction products with a resiriction enzyme that specifically recognized the mutation site unambigucusty differentisied wild and
mutated esterage alleles. The PCR-RFLP assay therefore provided a fast, reliable DNA-based method for identifying C,
hominivorax individuals with a mutation in the esterase gene. Further bioassays to determine the association of this mutation
with OP resistance in C. hominivorax should allow the development of more effective strategies for managing this specics.
@© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Carboxylesterase: Insecticide resistance: Myiasis; New World serew-worm: Pest management: PCR-RFLP

1. Introduction

The infestation of live vertebrate hosts by dipteran

* Coresponding author., Tel: +55 19 3788 1141; farvae, a condition known as myiasis (Zumpt, 1965),
fax: +55 19 3788 1089, remains an unsolved problem for animal production in
E-mail address: rassis@unicamp br (R.A. de Carvalho). Neotropical regions. Cochliomyia hominivorax

G304-4017/% — see fronl marter () 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 1010164 . vetpan.2006.04.010
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{Coquerel) is one of the most important myiasis-
cansing flies in the Neotropics (Hall and Wall, 1993)
and is respensible for severe economic losses to the
livestock industry, mainly by reducing the quality of
leather and the production of mitk and meat. In Scuth
American countries, C. hominivorax has been
controlled by applying insecticides, particularly
organophosphate (OP)-based compounds. However,
the improper and continuous use of these chemicals
can lead to the selection of OP-resistant strains.

The major mechanisms of insecticide resistance
described so far invalve either metabolic detoxification
of the insecticide before it reaches its target site, or
changes in the scnsitivity of the target site that abolish
its susceptibility to the ingecticide (Hemingway, 2000}.
The carboxylesterase-mediated detoxification of insec-
ticides has been reported for more than 30 medical,
veterinary and agricultural insect pests (reviewed in
Hemingway and Karunaratne, 1998). A decrease
in carboxylesterase activity has been observed in
OP-resistant strains of Lucilia cupring (Hughes and
Raftos, 1983), Musca domestica (Van Asperen and
Oppenocorth, 1969) and Chrysomya putoria (Townsend
and Busvine, 1969). These findings have been
hypothesized to invelve a mutant ali-esterase in which
a structural mutation in 2 carboxylesterase results in a
reduced ability to hydrolyze aliphatic ester substrates,
such as methyl butyrate and naphthyl acetate, but an
acquired ability to hydrolyze OP substrates (Claudia-
nos et al., 1999).

The LeaE7 gene (Newcomb et al., 1997b) encades
the major ali-esterase of L. cuprina, alsc known as
esterase isozyme E3. L. cuprina aE7 alleles from three
strains (an QP-susceptible. a diazinon and a malathion-
resistant) have been isolated and expressed in vitro
(Campbell et al., 1998). Biochemical assays using these
expressed proteins showed that a single amino acid
substitution at position 137 (Glyl37Asp) in the
diazinon-resistant strain simultaneously abelished the
ali-esterase activity and iocreased the rate of depho-
sphorylation to yield OP insecticide hydrolase activity,
especially of diethyl OPs. Diethyl OP insecticides
contain two ethoxy groups attached to their central
phosphorus atom and are commenly used to control C.
hominivorax. In contrast, malathion-resistant strain
contained a different amino acid substitation
(Trp251Leu) that conferred specificity towards
dimethyl OPs (Campbell et al., 1998), which are not

C,\c:.5;.;;,;:,c.\_c;\c,-\c;.cr.c.r\r,.r‘c;\c:\c:.c-ac.«c:-;c.n(:nc;\c.\c;\c;\ce.c.c.l::_-'.c.-\cncnc.-\c,--c..c.'-.:r.|:s.::.r‘c.'\cx.c,'.cncnc.«cf\c:\:,\cAC!«CAC!-.C,\C:.C:’.C.P.Cl ]?

commonly used to control C. hominivorax. In the
putative E3 model based on the solved tertiary structure
of the related acetylcholinesterase from Torpedo
californica (Sussman et al., 1991), the Gly137Asp
mutation is located in the motif known as the oxXyanion
hole and Trp251Leu is part of the acyl binding site
within the active site of the insect esterases (Newcomb
et al., 1997h; Campbell et al., 1998).

Campbell et al. (1997) showed that there is
substantial functional equivalence in the mutant
enzymes associated with esterase-mediated resistance
across the species M. domestica (MdaE7), Drosophila
melanogaster (DmoE7)y and L. cuprina (LcaE7). There
arc many similaritics among these systems, including
amino acid sequence, clectrophoretic mobilities and
inhibitor sensitivities, which strongly suggests that they
are orthologous (Bigley and Plapp, 1961; Hughes and
Raftos, 1985; Spackman etal., 1994; Parkeretal., 1996).

Based on the foregoing studies, we have isolated
and sequenced a region of the E3 gene in C.
hominivorax, which is orthologous to that previously
described for L. cuprinag and contains the Gly137Asp
and Trp251Leu mutations. The characterization of this
sequence allowed the development of a rapid and
efficient method for identifying Gly137Asp mutants
of C. hominivorax.

2. Matertal and methods
2.1, Amplification and sequencing

Larvae of C. hominivorax were collected from the
wounds of infested animals from several locations and
storcd at —70°C. Genomic DNA  from  cight
individuals of C. hominivorax was extracted according
to Infante and Azeredo-Espin (1995). Four primers
previously deseribed for L. cuprina, 7F1, 7F1a, TR2
and 7R4 (Newcomb et al., 1997ab), were used to
amplify the orthologous region in C. hominivorax. A
novel primer, 7R3a (5-ATCCTTATCATTATTTI-
CACCC-3"), was designed to specifically amplify C.
hominivorax sequences.

The initial conditions were the same as described in
Newcomb et al. {1997b) and, once the amplification
conditions had been standardized, the PCR was done in
a Perkin-Elmer 9600 thermal cycler. The 15 wL PCR
mix contained 20 mM Tris—HCI (pH 8.4). 50 mM X(,
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1 unit of Tag polymerase (Invitrogen), 200 uM of each
dNTP, 1.8 mM MgCly, 1 pM of each primer and
10-15 ng of DNA., After an initial denaturing step of
3 min at 96 °C, 35 cycles were performed, each one
consisting of 1 min at 95 °C, 1 min at 50 °C and 2 min
at 72 °C, with a final step of 10 min at 72 °C to fully
extend all amplicons. Direct sequencing of the PCR
products was done using the primer 7R 3a, an ABI Prism
Terminator Cycle sequencing kit and an ABI 377
automatic sequencer {Applied Biosystems).

2.2, Sequence analvsis

The nucleotide sequences of C. hominivorax were
submitted to BLASTN (Altschul et al., 1997) to search
for similarities, and sequence alignments were done
using ClustalX (Thompson et al., 1997). The predicted
amino acid sequences were obtained using the
‘Biological Sequence Alignment Editor’ program
(Hall, 1999).

2.3. PCR-RFLP assay

Polymerase chain recaction-restriction fragment
length polymerphism (PCR-RFLP) was used to
develop a fast and reliable diagnostic method for
identifying the Gly137Asp mutation. The selection of
enzymes that recognized sites that included the point
mutation was done using the Nebeutter program (http://
tools.neb.com/NEBeutter?/index.php). The endonu-
clease Tsp45 1 (New England BioL.abs) was chosen
and used to digest the PCR products obtained with
primers 7Fla and 7R3a, according to the manufac-
turer’s instructions. To assess the applicability of this
method, 50 individuals collected from several C
lrominivorax populations across South America were
analyzed. The digested fragments were separated by
clectrophoresis in 2.5% agarose gel and stained with
cthidium bromide. The PCR-RFLP results were
confirmed by sequencing some of the products.

3. Results

3.1. Amplification and sequencing

The primer pairs 7F1/7R2 and 7F1/7R4 did not
amplify the expected fragments, probably because

of the low specificity between these fragments and
the C. hominivorax sequences. The 7F1a/7R4 primer
pair amplified a fragment of approximately 700 bp,
as expected from L. cupring sequences (Newcomb
et al.. 1997b), and this fragment was used to design
a C. hominivorax-specific reverse primer (7R3a).
The 7F1af7R3a primer pair amplified a fragment
of 536bp and was used for all subsequent
amplifications, which yielded fragments of the
expected size. The amplified exon region corre-
sponded to positions 359831 of the L. cuprina oE7
nucleetide sequence (Newcomb ¢t al., 1997b). The
region of the intron comprised 63 bp and its position
(nt 311) comesponded exactly to the position of
intron I reported for the orthologous L. cuprina
and M. domestica o7 genes, which have 56 and
62 bp, respectively (Newcomb et al, 1997b:
Claudianos et al., 1999).

The putative coding region of the €. komirivorax
wild type alleles showed high nucleotide sequence
similarity (84.5%) with L. cuprina (U56636). Since
the substitutions were not located in the putative active
site of the enzyme, they probably did not interfere with
the protein's activity. The predicted amino acid
sequence showed 88.5% identity with the equivalent
residues of L. cuprina E3. Three possible genotypes
{wild type homozygotes, mutated homozygotes and
heterozygotes) were found among the C. hominivorax
sequences analyzed (Fig. 1). The exon seguences
showed 97.9% similarity to each other.

The codon GGG at positions 409411 of the wild
alleles of the C. hominivorax o7 micleotide sequence
(Fig. 1) translated to glycine. Mutation of this Gly137
to an aspartate residue (Aspl37) was seen in the
mutated alleles of the C. Aominivorax o7 nucicotide
sequences, which contained the codon GAC in the
corresponding region. This amino acid substitution,
which is associated with OP resistance in L. cuprina
and M. domestica (Newcomb et al., 1997b; Claudianos
etal., 1999). occurred in one of the conserved residues
that constitute the putative oxyanion hole motif
(G136, G137, A219) and is predicted to be located
in the catalytic center of carboxyl/cholinesterase
enzymes (Claudianos et al., 1999).

The alleles that contained Gly137 showed another
mutation, namely, substitution of the c¢codon TGG.
which translates to tryptophan at position 251 of
the L. cuprina E3 amino acid sequence, by the

I 1SCI\CJ'«CJ'\CLC,ﬂ-L‘.J\CJ’-CJ\CJ‘-CJ‘-CJ‘C-‘\Ca‘-CAC»\CAEAI::;‘-.E.ﬂEf-CJ\CJ\CJ\C)\C‘\CJ\CACACACI«CAE2ﬁ:—'-I:AI;nCI-C."-C.’\C."-C.'\C.'-C-l\C}\C:‘\CI'\CJ'AC-'AC-’\C,’\C!\C&CQCI\C:\C
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wild AGCTAARTCCCCARACTARACGTCCCGT T IGGTATACATTCATCCTGET! TTETTA 418
TUEL it ar s rremenmecattarananm rmnanmn e s Y SR 418
TEEZ et e et e e a e L 418
U IPIUTIE - S 418
L P 1T 3 TR Roovvon.. } A .. 418
wild TAGGTGARAATCATCGTRAATATTATGGACCTGATTATT TTAT TARGARRGATGTTGTAT 478
IEL e h e e e e e e e e e e 478
2 BT B 478
het R T R 478
Le USE636 .C................- TATG. . . .. S c..... A..G..... G..G. 478
><3

wild TARTTACCATACARTATCGTTTGEGAGTTCTAGET TTT T TGAGCTTARATTCTGAAGALL 538
L e U L]
BIEZ e e e e e L e 538
BEE e e S 538
Lo USEE36 .G.. ... ...iiinioiioaians L T C.A..T....o... Ao.... c. 538
wild TTAATGTALCCGGTARTECTEECCTTAAGGATCAAGTTATGGCTTTACGTTGGATTARAL 508
v = T 508
e X =% 598
BEE ettt e e e e e e e e e e 596
Le US6636 ... .. e S F C..... TN - T 598
wild ATRATTGTECCAATTTCGETGGTARTCCTIGATAATATCACTETCTTTGGTGAGAGTGCTG 658
.1 T e i et aa e a e L 658
1 Y S e 658
BOE e D 658
Lc_US6636 ....... c..... C..T..... C.o.... e, T B A..... c. 658
wild GTEEAGCCTCTRCCCATTACATGATGT TRAC TEAACARACRCGTEGTCTC TTCCATCGTE 716
= T1ig
B R 3 718
BBE vttt e e e e e e e e 718
Lo_U5S6636 ...CT...... U S Coerinn T..C..... TR 718
wild GTRATTTTAATGTCIGGCARTECTE TATGTCCTICGGCCATTAGTCRARATCAACATCGTG 768
ey o A - T e 768
mat2 < G .o 768
het R e 768
Lo USE636 ....RC....... G..T...... AT..... RB. . T.RCC..TG. ... 768
wild CTTATGCTATAGCTARATTGRCTGEETATARGGETGARARTARTGRATAAGGAT 831

A 831

MIEEZ v vt e e e e m et e e e e e 831

BEE ettt 831

Le O56636 .C.TCA.CT....C...... . .Conan. .. GB. e 831

Fig. |. Alignment of the nuclectide sequences of the three alleles of Cha£7 from C. heminivoray and of a heterozygote individual {GenBank
accession nummbers from DQ266357 to DQ266360) with the Le743 ¢DNA clone of LeaE7 from L. cuprina (GenBank accession number
US6636). “wild” represents the C. hominivorax wild genotype, while “mucl” and ‘mut2’ represent the mutant genotypes and ‘het” represents the
heterozygote, The position of intron 3 was determined by eomparison with the cDNA sequence of LewE7 from L. cupring and is indicated with
abutting arrowheads above the nuclectide sequence. The nucleotide sites responsible for the acquisition of the OP hydrolase activity are shaded.
Dots indicate identity with the wild allele ChwE7. R=A/G, S=G/C, ¥ =C/T and W=A/T.
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wild

mutl

rmat2

het

Lo _USe636

wild

mutl

mut2

het

Lo _US6636

wild

matl

mut2

het
Lc_U56636

Fig. 2. Comparison of the inferred amino acid sequences (single letter code) of the alleles trom C. hominivorax and part of the esterase from L.
cupring involved in organophosphate resistance (Newcomb et al,, 1997b). Dol indicate identity with the wild allele ChaE7. ‘het’ represents the
seguence from a heterovygote individual, with 1 = G/D, 2 = T/P and 3 = W/S. Of 24 conserved residues that Cygler et al. (1993) described for 29
catalytically active carboxyl/cholinesterases, 15 are present in this sequence and are shaded. One of the residues predicted to form the catalytic
triad is indicated with an arrow and those contributing to the oxyanon hole are identified with a cross above the sequence.

codon TCG, which translates to serine (Fig. 2). In
addition to these two substitutions, a further seven
nucleatide substitutions and one amino acid sub-
stitution were seen among the . hominivorax
sequences.

536 bp
—— 484 bp

517 bp
506 bp~

Fig. 3. Electrophoresis on an agarose gel showing the PCR pro-
ducts cleaved by the endonuclease Tsp45 1 L, Ladder 1 kb; WW,
nan-digested preduct from a wild homozygote; MM, digested
preduet from a mutant homozygote; WM, digested preduet from
i helerozygote. The small fragment {52 bp) derived from digestion
i& nolL shown.

32, PCR-RFLP

PCR-RFLP was used to identify C. hominivorax
Gly137Asp mutants at the molecular level. Using the
Nebcutter program. the enzymes Tsp45 [, Mae (11
and Hph I were predicted to recognize sites that
included the mutation site. To validate this method,
the enzyme Tsp43 1 was chosen to analyze C.
hominivorax individuals from natural populations.
The amplified fragment from mutated alleles was
digested in two fragments (52 and 484 bp), whercas
the fragment from wild type alleles was not cut
(Fig. 3). Elcctrophoresis on agarose gels allowed the
tdentification of mutant individuals. Of 50 indivi-
duals genotyped, 12 were homozygous for the wild
type allele, 15 were heterozygous und 23 were
homozygons for the mutant allele. The frequency of
the mutated allele was very high (0.61). Additional
sequencing of some alleles cenfirmed the PCR-RFLP
results {data not shown).

4. Discussion

The primers 7Fla, previously described for L
cuprina, and 7R3a, designed specifically for C

IZOC-'-Co'\C-'-Cf-C"-CJ'-C."-Cf‘-C-'\C-"\C.':C-‘.C-’\CAC!\C-'\C!\C-'-.C!«Ef-C:Cf-Cf-CJ\CJ\CAC;‘-C;‘\C»’-.C;'\C;\CJ’«CRC,-lCI-Cr:EACJ‘-CACACACJ‘-1'.‘.J\CnCi\CJ\CnCJ\CJ\CJ\CJ‘-CJ\C:\C:\C
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hominivorax, amplified a 336bp fragment that
included intron II (63 bp) and the exon region
coresponding to positions 359-831 in the L. cuprina
aE7 nuclectide sequence, as well as both amino acid
positions (137 and 251) related to OP resistance. Like
LeaE7, DimaE7 and MdaE7, the orthologous region in
C. hominivorax (CheE7) contained motifs that are
highly conserved among carboxyl/cholinesterases and
contribute to the catalytic mechanism of the active
site. One of these motifs, the nucleophilic elbow
(VFGESAG, residues 214-220 in ChoE7), which
contains one of the residues of the catalytic triad
(S218, E351, H471; Cygler et al., 1993), is conserved
across all carboxyl/cholinesterases. The high similar-
ity of the amino ucid sequences of C. hominivorax to
other carboxyl/cholinesterases was also confirmed by
the presence of the conserved residues that Cygler
et al. (1993} described for 29 catalytically active
carboxyl/cholinesterases.

Site-directed mutagenesis of human butyryicholi-
nesterase (BuChE) has shown that a Gly/His mutation
at the amino acid corresponding to Glyl37 of the L.
cuprinag enzyme also confers OP hydrolase activity
(Lockridge et al, 1997). As in the mutant human
BuChE, the Gly/Asp substitution in E3 may also
change the structure of the catalytic centre. In mutant
enzymes, a water molecule can be appropriately
oriented to hydrolyze the organophosphate-enzyme
intermediate, which is tetrahedral with respect to the
phosphate group (Newcomb et al,, 1997a). This is
thought to cccur te the detriment of the appropriate
alignment for the acyl intermediate, which is planar
with respect to the corresponding carbonyl carbon
atom formed with carboxylester substrates. Alterna-
tively, the Asp137 mutation can affect the ability of the
oxyanion hole to stabilize the tetrahedral intermediate,
resulting in a loss of carboxylesterase activity
(Newcomb et al., 1997a).

In addition to the Glyl37/Asp mutation, a second
mutation involved in OP resistance in L. cuprina was
identified in C. hominivorax sequences. This second
mutation, known as ‘‘malathion resistance” (Smyth
et al., 2000). is specific for dimethyl OP resistance,
while the Gly137Asp momtation, known as “diazinon
resistance’””, is considered a general form of OP
resistance (Hughes and Mckenzic, 1987; Price, 1991).
The residue Trp251, also predicied to be close to the
catalytic residues, was substituted by Ser (Trp251Ser)

LA CAEALACACACACACACACACAL L CACALACACACACACACACACACACACACAC,  CARALALACALACACACARCICRACACECACAR I CACARLACACACLEAERED ]2]_

in C. hominivorax, while in “malathion-resistant”
strains of L. cuprina it was substituted by Leu (Smiyth
et al., 2000). However, Taskin et al. (2004} found the
replacement of Trp251 by Ser in “malathion-
resistant” strains of M. demestica, suggesting that
the replacement of a bulky hydrophobic Trp by a
smaller residue, such as Gly, Ser or Len may enhance
the hydrolysis of malathion by wa-esterases. Recent
studies suggest that this mutation of Trp may alsc be
involved in resistance to pyrcthreids and could be the
basis of the crossresistance between OPs and
pyrethroids (Heidari et al., 2003}

The C. hominivorax alleles that contained the
Gly137Asp mutation did not have the Trp2518er
substitution, in agreement with previous studies in L.
cupring that indicated = very strong negative
association between resistance to diazinon and
malathion (Smyth et al., 2000}, This partly reflects
the fact that the twe mutations that confer resistance
are only 400 bp apart. which reduces the chances
of creating a double mutant by recombination
(Newcomb et al., 2003). However, even if an allele
containing Aspl37 and Len251 or Ser251 arose, it is
unlikely that it would confer resistance to both
malathion and diazinon. This is because malathion
resistance requires the maintenance of carboxylester-
ase activity, whereas the Glyl37Asp substitution
abolishes this activity (Campbell et al. 1998}
However, C. hominiverax can develop double
resistance through gene duplication (Newcomb
et al., 2003).

In this work, we produced a C. hominivorax-
specific primer (7R3a) to amplify a ChaE7 region
containing the mutation site (Gly137Asp) which. in L.
cupring and M. domestica, is rcsponsible for the
acquisition of OP hydrolase activity (Newcomb et al..
1997b; Clavdianos et al., 1999). The digestion of this
region with the endonuclease Tsp45 [ yielded specific
patterns that differentiated C. hominiverax wild type
(Gly137) and mutated (Aspl37) alleles.

This approach, however, has a drawback in its
application: it detects only one type of resistance, the
esterase-based metabolic detoxification. Therefore,
other resistance mechanisms, such as mutated target
site or overexpresgion of detoxifying enzymes cannot
be imvestigated, nor phenotypic resistance can be
measured. Nevertheless, PCR-RFLP represents a fast,
easy to use and reliable method for detecting Gly/Asp
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substitution in E3 in individual flies and has scme
advantages over bicassays and biochemical methods.

Conventional insecticide bicassays are widely used
to test the sensitivity of C. hominivorax to insecticides,
but are time-consuming and subject to several
variables that can reduce their reliability. Moreover,
these bioassays provide little information on the
presence and populational distribution of alleles
associated with resistance (Cassanelli et al., 2003).

As shown here, the allele diversity of ChaE7 in
natural populations involved a high frequency (61%)
of mutant alleles that were found in individuals
from all South American locations that were
samplcd (data not shown). Although thc sample
size was small (n=50), this high percentuge and
wide distribution of mutants may be indicative of
widespread OP resistance {n natural populations of
C. hominivorax if the association of this mutatian
with OP resistance is confirmed. Evidence that such
a mechanism could have evolved in C. hominivorax
is the fact that the same amino acid mutations
were selected independently in the orthologous
genes LeaE7 and MdoE7, both of which are
involved in resistance through the acquisition of
OF hydrolase activity in L. cupring and M.
domestica, respectively (Newcomb ct al., 1997b;
Claudianos et al., 1999).

The procedures described here should altow the
tapid identification of individuals/lineages contain-
ing mutant alleles, and should be ugeful for
empirically testing the association between mutant
alieles and resistant phenotypes. Once this associa-
tion has been established, PCR-RFLP can be an
important tool for studying resistance to insecticides
by allowing the estimation of changes in geac
frequencies in large samples. The continuous
monitoring of natural screw-worm populations will
provide important information for the selection of
appropriate insecticides and for the implementation
of effective pest management programs.
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ANEXO 2

Figura [. Fregliéncias dos alelos de cada loco nas subpopulacoes estudadas. A freqiiéncia de cada alelo &
expressa pela area do circulo correpondente. Graficos feitos através do pacote estatistico R.
Subpopulagdes:

1 = Dayman 2003 10 = San Antonio 2004 19 = Campo Grande, MS

2 = San Antonio 2003 11 = Banados de Medina 2004 20 = Costa Rica, MS

3 = Cerro Colorado 2003 12 = Cerro Colorado 2004 21 = Caiapbnia, GO

4 = Colonia 2003 13 = Pinheiro Machado, RS 22 = Goianira, GO

5 = Banados de Medina 2003 14 = Fagundes Varela, RS 23 = Goijdnia, GO

6 = Joaquin Suarez 2003 15 = Santo Antonio das Missdes, RS 24 = Cocalinho, MT

7 = Paso Munoz 2003 16 = Carambei, PR 25 = Santa Maria das Barreiras, PA
8 = Joaquin Suarez 04 17 = Estiva, MG 26 = Barguisimeto

9 = Colonia 2004 18 = S50 Sebastido do Paraiso
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