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“The scientist does not study nature because it is useful to do so.
He studies it because he takes pleasure in it,

and he takes pleasure in it because it is beautiful.

If nature were not beautiful it would not be worth knowing,
and life would not be worth living.”

Jules Henri Poincaré
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Resumo

As espécies da familia Calliphoridae, conhecidas como moscas varejeiras,
apresentam ampla distribuicdo geografica no Velho e Novo Mundo. Por serem causadores
de mifases e vetores de doengas, muitas espécies possuem hdbito sinantropico, importancia
econdmica, médico-sanitdria e forense. Enquanto algumas espécies sdo pragas da pecudria
e acarretam grande prejuizo econdmico devido as infestagdes, outras sdo importantes para a
entomologia forense, auxiliando na investigacido de crimes e questdes médico-legais. Neste
contexto, os marcadores moleculares tém sido de grande valia para estudos genéticos
relacionados a familia Calliphoridae, sendo utilizados em estudos populacionais, evolutivos
e biogeograficos, complementando andlises ecoldgicas e sistemdticas. Dentre os
marcadores moleculares, o DNA mitocondrial (DNAmt) tem mostrado potencial para
estudos evolutivos relacionados a familia Calliphoridae, devido a vdrias caracteristicas, tais
como: possuir uma estrutura genética simples, geralmente ndo apresentando introns, DNA
repetitivo, elementos transponiveis e pseudogenes; exibir uma forma de transmissdo
predominantemente linear (heranca materna); grande nimero de cOpias e, finalmente, por
apresentar maior taxa de substitui¢do nucleotidica, quando comparada ao DNA nuclear. Na
maioria das espécies animais, 0 DNAmt possui cerca de 16-20kb e apresenta 37 genes, dos
quais 13 sdo codificadores de proteinas, 2 de subunidades ribossomais (rRNAs) e 22 de
tRNAs. Neste genoma, a maior por¢cdo nao codificadora é chamada regiao controle (RC),
ou A+T em insetos, por ser rica nesses dois nucleotideos. Evidéncias experimentais com
insetos, crustdceos e vertebrados sugerem que essa regido esteja relacionada a replicagdo e
transcricdo do genoma mitocondrial. Eventos de rearranjos génicos envolvendo a regido
controle e os tRNAs adjacentes sdo relativamente freqiientes em insetos. Recentemente
uma duplicacdo do gene para tRNA de isoleucina (fRNA™) foi descrita em trés espécies do
género Chrysomya, ndo sendo encontrada nas demais espécies de Calliphoridae estudadas
até entdo, sugerindo que a duplicacdo poderia ter se originado num evento evolutivo
anterior a diversificacao desse género e que seria um marcador molecular eficiente para sua
identificacdo. Dessa forma, com o intuito de caracterizar a regido controle do DNAmt m
familia Calliphoridae bem como a duplicagdo do tRNA™, 15 espécies pertencentes a sete
géneros desta familia foram analisadas. Nos califorideos estudados, a regido controle

apresentou-se dividida em dois dominios com caracteristica distintas: um conservado,



devido a presenca de blocos de seqii€ ncia conservados além de estruturas conservadas em
varios grupos de insetos, que podem estar relacionadas a replicacdo e transcri¢do do
DNAmt; e um dominio varidvel, tanto em tamanho quanto em seqii€ncia. Enquanto o
dominio conservado apresentou potencial para estudos filogenéticos, o dominio varidvel
apresentou caracteristicas interessantes para estudos com estrutura de populagdes. A
caracterizacdo da RC de califorideos também permitiu a identificacdo da duplicacido do
tRNA" em outras duas espécies de Chrysomya, além de uma espécie do género Calliphora.

G foi identificada na

Um segundo tipo de duplicagio, envolvendo os fRNA™ e tRNA
espécie do género Phormia. Os dados sugerem que o dominio varidvel da regido controle
possa atuar como um “hot spot” para eventos de rearranjo. Para a avaliacdo do potencial
para estudos filogenéticos do dominio conservado, foram analisadas as seqiiéncias desse
dominio da regido controle de 26 individuos pertencentes a 18 espécies de califorideos. Os
resultados ddo suporte a monofilia das trés subfamilias estudadas (Chrysomyinae,
Luciliinae e Calliphorinae) corroborando estudos morfoldgicos e moleculares realizados
previamente em Calliphoridae. Além disso, o dominio conservado da regido controle
mostrou-se um marcador eficiente para a identificacdo de espécies de califorideos, mesmo
quando espécies semelhantes morfologicamente foram comparadas. Os resultados obtidos

indicam um potencial dessa regido do genoma mitocondrial tanto para estudo com taxa

com divergéncia recente como para o diagndstico de espécies de importancia forense.



Abstract

The species of family Calliphoridae, known as blowflies, present wide geographic
distribution throughout Old and New World and many have synantropic habit, being of
economic, medical, sanitary and forensic importance for causing myiasis and for being
vectors of diseases. While some species are parasites of livestock and causes great
economic prejudices, others are important for forensic entomology, helping in legal
investigations. Molecular markers are providing valuable results on genetic-evolutive
studies related to the family Calliphoridae, been used in population structure, evolutive and
biogeographic studies, complementing ecological and systematic analyses. Among the
molecular markers, the mitochondrial DNA have shown a great potential for evolutive
studies related to family Calliphoridae, being many the features that make it a rich source of
genotypic characters: simple genetic structure, which usually lacks introns, transposable
elements and pseudogenes; its predominantly maternal inheritance; high copy number and
its higher rate of nucleotide substitution compared to nuclear DNA. In most animal species,
mtDNA is a circular, double-stranded 16-20 kb molecule that generally contains 37 genes,
being 13 protein-coding genes, two genes for subunits of ribosomal RNA (rRNA) and 22
transfer RNA (tRNA) genes. Within this genome, the major non-coding region is known as
control region, or A+T region in insects for being rich in these nucleotides. Experimental
evidences with insects, crustaceans and vertebrates suggest that this region is related to the
replication and transcription of the mitochondrial genome. Rearrangements events
involving the control region and its flanking tRNAs may be frequent in insects. In recent
works, an isoleucine tRNA gene ¢(RNA™) duplication was reported for three Chrysomya
species, not been identified in the other calliphorids species studied so far, suggesting that
the duplication may have occurred before the diversification of this genus and that it would
be an efficient marker for its identification. Therefore, intending to characterize the control
region of mitochondrial DNA in family Calliphoridae just as the tRNA™ duplication, 15
species belonging to seven genera of this family were analyzed. In the studied calliphorids,
two domains were recognized in the control region: a conserved domain with conserved
sequence blocks and conserved structures also identified in other insect groups, which
relates the control region to the replication and transcription of mitochondrial DNA; and a

variable domain that varies markedly in sequence and length Whereas the conserved



domain has shown a potential for phylogenetic studies, the variable domain has interesting
features for population studies. The characterization of the control region in various
calliphorids species also showed the presence of the duplication of the tRNA™ in two other
species of Chrysomya and in a speckes of genus Calliphora. A different duplication,
involving the tRNA™ and rRNA®", was identified in the species of genus Phormia. The
present data suggests that the variable domain of the control region may act as a hot spot
for rearrangement events. For evaluating the potential of the conserved domain for
phylogenetic studies, sequences of this domain were analyzed for 26 specimens belonging
to 18 calliphorid species. The results supports the monophyly of the three subfamilies
studied (Chrysomyinae, Luciliinae and Calliphorinae), corroborating previous morphologic
and molecular studies. Moreover, the conserved domain of control region showed to be
useful for calliphorids species identification, even when morphologic similar species were
compared. The data reveals a potential of this region of the mitochondrial genome for
studies with recent diverged taxa and also for the diagnosis of species with forensic

importance.



Introducao

A familia Calliphoridae

Os insetos compreendem 75% das espécies animais descritas, com
aproximadamente 900.000 espécies, sendo encontrados nos mais diversos ecossistemas,
demonstrando a grande capacidade de adaptacdo ecoldgica desse grupo (Behura, 2006).
Dentre os insetos, as espécies da ordem Diptera estdo entre & maiores radiacdes de
organismos eucariotos terrestres (Wiegmann et al., 2003). Os dipteros sdo comumente
conhecidos por "moscas verdadeiras", com aproximadamente 120.000 espécies descritas,
abrangendo os mosquitos, as moscas das frutas, varejeiras e domésticas, por exemplo.
Diptera se divide em duas subordens: Nematocera, que inclui geralmente insetos pequenos,
delicados e com antenas longas, como os mosquitos; e Brachycera, que é formada por
moscas mais robustas, compactas e com antenas curtas. Esta subordem € representada por
cerca de 120 familias e mais de 75.000 espécies descritas (Maddison and Schulz, 1996-
2006; Wiegmann et al., 2003). Uma das subdivisdes de Brachycera, Calyptratae, ¢ um dos
maiores grupos conhecidos e se destaca por sua grande diversidade (Yeates and Wiegmann,
1999). Neste grupo, as moscas da familia Calliphoridae, que compreendem mais de 1.000
espécies (Rognes, 1997) conhecidas popularmente como varejeiras, apresentam ampla
distribuicdo geogréfica, ocorrendo em todo o planeta, sendo que muitas possuem habito
sinantrépico e uma importancia econdmica, médico-sanitiria e forense por serem
causadoras de miiases e vetores de patégenos (Baumgartner and Greenberg, 1984). Miiases
(do grego myia: mosca) foram definidas por Zumpt (1965) como infestagdes em
vertebrados vivos causadas por larvas de dipteros que, pelo menos durante certo periodo,
alimentamrse de tecidos vivos ou mortos do hospedeiro, de suas substincias corporais
liquidas ou do alimento por ele ingerido. As miifases primdrias sdo infestacdes de larvas em
hospedeiros vivos, enquanto mifases secunddrias sdo causadas em tecidos necrosados e em
decomposicao.

Segundo Zumpt (1965) e Hall and Wall (1995), as moscas causadoras de miiases
podem ser divididas de acordo com o habito de vida: (1) espécies saprofagas, que atuam em
material organico em decomposic¢ao e carcacas de animais mas podem porventura invadir

infestacdes ja existentes; (2) espécies facultativas, as quais normalmente adotam um hébito



ectoparasita, sendo capazes de iniciar mifases, mas que podem ocasionalmente atuar como
saprofagas; (3) parasitas obrigatdrios, que necessariamente se alimentam de tecidos vivos
do hospedeiro, iniciando infestagdes. Apesar da origem evolutiva do hébito de causar
miiase em Calliphoridae permanecer incerto (Zumpt, 1965; Stevens and Wallman, 2006),
essa divisdo funcional pode refletir a evolugdo progressiva do parasitismo na familia.
Espécies sapr6fagas, que podem ocasionalmente causar mifases em animais feridos ou
clinicamente pré-dispostos, podem ter sido os ancestrais do hédbito de parasitismo. Estas,
entdo, deram origem aos ectoparasitas facultativos, que atuam preferencialmente como
agentes causadores de mifases, mas que podem atuar como sapréfagos. Finalmente, deste
estado intermedidrio, os parasitas obrigatérios se desenvolveram (Zumpt, 1965; Hall and
Wall, 1995; Stevens, 2003).

Dentre os prejuizos econdmicos causados pelas espécies causadoras de miiases
primdrias, sdo relevantes os causados a pecudria, através de abortos, reducdo na produgdo
de leite, perda de peso e fertilidade, além da baixa qualidade da carne e do couro. A espécie
Cochliomyia hominivorax, conhecida como mosca da bicheira, € o principal agente
causador de mifases primdrias no Novo Mundo (Infante Vargas and Azeredo-Espin, 1995;
Hall and Wall, 1995; Otranto and Stevens, 2002). Outras espécies de califorideos, como
Lucilia cuprina e Chrysomya bezziana, sdo pragas na Oceania e no Velho Mundo,
respectivamente (Hall and Wall, 1995; Otranto and Stevens, 2002).

Igualmente relacionadas a importancia econdmica da familia Calliphoridae, estdo as
técnicas utilizadas para seu controle. Um dos principais métodos € a aplicacdo de
inseticidas (Hall and Wall, 1995; Carvalho et al., 2006), no entanto, seu uso indiscriminado
e continuo podem levar a sele¢do de individuos resistentes (Ceccatti, 2004; Carvalho et al.,
2006). Outra técnica eficientemente aplicada para o controle de Co. hominivorax, € nao
menos dispendiosa, foi a utilizacdo de insetos estéreis (sterile insect technique, ou SIT), que
propiciou a erradicacdo dessa espécie da América do Norte e Libia, além de grande parte da
América Central (Wyss, 2000; Kouba, 2004).

Um grupo relevante em Calliphoridae € formado pelo género Chrysomya, cujas
espécies encontravam-se distribuidas originalmente nas regides tropicais e subtropicais do
Velho Mundo, onde apresentam grande abundancia e importancia econdmica (Baumgartner

and Greenberg, 1984). Em meados da década de 1970, quatro espécies foram introduzidas



no Novo Mundo: C. rufifacies, C. putoria, C. albiceps e C. megacephala, sendo estas trés
ultimas coletadas na regiao Sul e Sudeste do Brasil (Imbiriba et al., 1977; Guimaraes et al.,
1978 e 1979; Jir6én, 1979). Ainda nio € certo o que causou a introducdo de C. putoria e C.
albiceps no Brasil, sendo o motivo mais provavel sua vinda junto com os navios de
refugiados angolanos, que traziam consigo animais domésticos (Laurence, 1986). A espécie
C. rufifacies, por outro lado, foi introduzida nas Américas pela Costa Rica (Jirén, 1979).
Quanto a C. megacephala, sabe-se que é proveniente da Asia e Austrélia, sendo também
uma espécie introduzida na Africa (Prins, 1979).

As espécies do género Chrysomya apresentam grande capacidade de dispersao
autdénoma, o que possibilitou que, 4 anos apds sua introducdo no Novo Mundo, C. albiceps,
C. megacephala, C. putoria e C. rufifacies se tornassem espécies amplamente distribuidas
neste continente (Baumgartner and Greenberg, 1984). Aliada a sua capacidade de
dispersdo, o potencial de adaptacdo a novos ambientes deste género causa alteragdes
ecoldgicas na fauna nativa devido a competicdo por substratos para alimentacdo e
reproducdo. No Peru, por exemplo, entre 1980 e 1981, a populacdao de Co. macellaria
sofreu grande supressdo, diminuindo de 89% para 0,19% das espécies mais coktadas em
determinadas regides, com o aumento das populacdes de C. putoria e C. albiceps
(Baumgartner and Greenberg, 1984). Em Goidnia e Campinas, um declinio similar foi
observado na populacdo nativa de Co. macellaria ap6s a introdu¢do de C. putoria
(Guimaraes et al., 1979). Nas regides Sul e Sudeste do Brasil, as espécies C. albiceps, C.
megacephala e C. putoria sdo atualmente as mais abundantes na decomposi¢ao de material
organico (De Souza and Linhares, 1997; Vianna et al., 2004).

A familia Calliphoridae apresenta, ainda, relevancia para a entomologia forense, que
tem sido uma &drea de pesquisa de grande importancia para auxiliar na investigacdo de
crimes e questdes médico-legais. Os califorideos estdo entre as primeiras espécies a
colonizar um cadaver, auxiliando principalmente na estimativa do intervalo pds-morte,
além da inferéncia de movimentagdo do corpo, de acordo com o padrao de colonizacdo, e a
causa da morte, através da entomotoxicologia (revisdo em Amendt ef al., 2004). Dessa
forma, a identificacdo dos espécimes trata-se de um pré-requisito crucial para a estimativa
do tempo decorrido apds a morte (Harvey et al., 2003; Amendt et al., 2004). Em regides

temperadas, espécies dos géneros Calliphora, Protophormia e Lucilia sao algumas das



primeiras a ocuparem corpos, sendo o género Calliphora considerado de grande
importancia pela ampla distribuicdo de Ca. vicina e Ca. vomitoria no norte da Europa
(Ames and Turner, 2003). No Brasil, se destacam as espécies de Chrysomya, Cochliomyia,
Lucilia e Hemilucilia (Oliveira-Costa, 2003).

Dessa forma, os estudos genético-evolutivos e populacionais relacionados a familia
Calliphoridae, sdao importantes para a caracterizacdo da variabilidade genética intra e
interespecifica, contribuindo tanto para o esclarecimento & mecanismos de selecdo a
resisténcia a inseticidas (Carvalho et al., 2006) e programas de controle e erradicacdo de
espécies (Infante Vargas and Azeredo-Espin, 1995; Hall et al., 2001; Lyra et al., 2005),
como para o diagndstico espécie-especifico (Wells and Sperling, 1999; Harvey et al., 2003;
Chen et al., 2004; Ames et al., 2006). Diversas técnicas sdo empregadas para a
caracterizacdo da variabilidade genética envolvendo espécies de califorideos, como PCR-
RFLP [polymerase chain reaction — restriction fragment lenght polymorphism (Infante
Vargas and Azeredo-Espin, 1995; Litjens et al., 2001; Schroeder et al., 2003; Lyra et al.,
2005)], RAPD [random amplified polymorphic DNA (Stevens and Wall, 1997; Infante-
Malachias et al., 1999)], microssatélites (Torres et al, 2004), além dos estudos
filogenéticos (Wells and Sperling, 1999; Hall et al., 2001; Otranto and Stevens, 2002;
Stevens et al., 2002; Harvey et al., 2003; Stevens, 2003; Chen et al., 2004; Wells et al.,
2004; Wallman et al., 2005; Ames et al., 2006) e caracterizacdo de genomas mitocondriais
completos (Lessinger et al., 2000; Junqueira et al., 2004). Entretanto, conflitos
taxondmicos ainda persistem para a identificacdo de algumas espécies de califorideos,
devido a similaridades morfoldgicas e ecoldgicas, sendo que a identificagao pode ainda ser
prejudicada por polimorfismos intra-especificos, cuja freqii€ncia varia de espécie para
espécie (Tantawi and Greenberg, 1993). Neste cendrio, a andlise de marcadores
moleculares tem se mostrado uma abordagem de investigacdo de grande valia, com
capacidade para resolver questdes envolvendo ecologia, eventos de introdugdo,
variabilidade genética, relagdes entre espécies e distribuicao biogeogrifica de membros de
determinados faxa (Flook et al., 1999). Para a sistemitica de insetos, os marcadores
moleculares que tem sido mais utilizados compreendem regides do DNA mitocondrial

(DNAmt) e do “cluster” de genes ribossomais nucleares (Caterino et al., 2000).



O DNA mitocondrial animal

Encontradas na maioria das células eucaridticas, as mitocondrias estdo diretamente
ligadas a0 metabolismo, apoptose e envelhecimento celular. Essas organelas subcelulares
possuem seu proprio genoma, tipicamente uma molécula circular nos metazodrios, sendo
excecoes algumas classes de cniddrios, como Cubozoa, Scyphozoa e Hydrozoa (revisdao em
Boore, 1999). Na maioria das espécies animais, o DNAmt possui cerca de 16-20kb, e
apresenta 37 genes, dos quais 13 sdo codificadores de proteinas, 2 de subunidades
ribossomais (rRNAs) e 22 de tRNAs, além de uma regido ndo codificadora (revisdo em
Boore, 1999). O produto desses genes, junto com RNAs e proteinas importadas do
citoplasma, garantem a mitocOndria sistemas proprios para replicacio do seu DNA,
transcricdo, processamento de RNA mensageiro e traducdo de proteinas (Boore, 1999).
Para algumas espécies, a transcri¢cao dos genes € feita a partir de uma unica fita do DNAmt,
enquanto para outras os genes encontram-se distribuidos em ambas as fitas da molécula de
DNA (Boore, 1999). E possivel que a transcricio ocorra de forma policistronica, ou seja, 0s
genes sao transcritos em seqiiéncia, ocorrendo processamento apds o término da transcri¢ao
em RNAs mensageiros especificos (Ojala et al., 1981; Boore, 1999). De acordo com esta
teoria, os tRNAs sinalizariam a clivagem, “pontuando” o processamento do RNA
policistronico através de suas estruturas secunddrias (Ojala et al., 1981).

O genoma mitocondrial animal tem se mostrado um excelente marcador molecular
para estudos evolutivos, sendo vdrias as caracteristicas que o tornam uma fonte abundante
de caracteres genotipicos, tais como: possuir uma estrutura genética simples, geralmente
ndo apresentando introns, DNA repetitivo, elementos transponiveis ou pseudogenes; exibir
heranca predominantemente materna; e, finalmente, por apresentar maior taxa de
substituicdo nucleotidica quando comparada ao DNA nuclear (Avise et al., 1987; Moore,
1995). Além disso, o seu grande nimero de copias facilita a amplificacdo e o acesso a
informacdo genética de amostras para andlise forense, espécimes de museu e de colecdes
entomoldgicas, nas quais os danos oxidativos e hidroliticos decorrentes do método de
preservacio, ou que ocorrem naturalmente com o tempo, degradam o DNA, reduzindo a
recuperacio de seqiiéncias a algumas centenas de pares de base (Pdabo, 1989; Junqueira et
al., 2002; Parson et al., 2004). Dessa forma, o DNAmt ¢ amplamente aplicado em estudos

genético-evolutivos, tais como estruturacdo de populacdes e filogeogrificos (Stevens and



Wall, 1997; Hall et al., 2001; Schultheis et al., 2002; Diniz et al., 2005; Froufe et al.,
2005), identificacao de espécies (Litjens et al., 2001; Wells and Sperling, 2001; Herbert et
al., 2003a; Schroeder et al., 2003; Harvey et al., 2003; Chen et al., 2004), e estudos
filogenéticos (Moore, 1995; Flook et al., 1999; Caterino et al., 2000; Baker et al., 2001;
Froufe et al., 2005; Gongora et al., 2006; Tang et al., 2006), nos mais diversos grupos

animais.

A Regido Controle

A maior por¢do ndo codificadora do genoma mitocondrial animal é chamada de
regido controle (RC), uma vez que evidéncias apontam sua relagdo com a transcri¢do e
replicacio do DNAmt em vertebrados (Shadel and Clayton, 1997), crustdceos (Carrodeguas
and Vallejo, 1997) e insetos (Goddard and Wolstenholme, 1980; Zhang and Hewitt, 1997,
Inohira et al., 1997, Saito et al., 2005). Neste dltimo grupo, a RC também € conhecida
como regido A+T, devido a alta ocorréncia dos nucleotideos adenina e timina (Zhang and
Hewitt, 1997). Nos invertebrados, a posicdo relativa da RC apresenta uma grande
diversidade, muitas vezes devido a rearranjos dos tRNAs que a flanqueiam, sugerindo que
esses eventos podem ser freqiientes nos genomas mitocondriais de insetos (revisdo em
Zhang and Hewitt, 1997; Boore, 1999).

Segundo Zhang and Hewitt (1997), a RC apresenta dois padrdes de arganizagdo
entre os insetos. Para moscas-das-frutas (Zhang and Hewitt, 1997) e moscas varejeiras
(Lessinger and Azeredo-Espin, 2000; Junqueira et al., 2004; Lessinger et al., 2004), por
exemplo, a RC possui dois dominios distintos: um conservado, devido a presenca de blocos
de seqiiéncia conservados; e um dominio varidvel, tanto em tamanho quanto em seqiiéncia.
Ja para borboletas, mariposas, louva-a-deus, mosquitos e gafanhotos, por exemplo, a RC
nao pode ser dividida em dominios, apesar de apresentar seqii€ncias conservadas ao longo
de sua extensdo (Zhang and Hewitt, 1997; Schultheis ez al., 2002; Vila and Bjorklund,
2004).

A variacdo de tamanho € uma caracteristica dessa regido do genoma mitocondrial,
sendo observada desde espécies filogeneticamente proximas, como no género Drosophila,
no qual foram identificadas regides controle que variam de 930 pb em D. guanche a 4601

pb em D. melanogaster (Lewis et al., 1994; Brehm et al., 2001), como entre individuos de
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mesma espécie, como reportado para Co. hominivorax (Lyra et al., 2005). Tal variacdo
também € responsdvel por grande parte das diferencas de tamanho entre genomas
mitocondriais completos em espécies animais (Boore, 1999; Oliveira, 2006). Essa variagao
ocorre tanto por eventos de inser¢do e delecio como também por repeticdes em tandem
(Simon et al., 1994; Zhang and Hewitt, 1997; Lessinger and Azeredo-Espin, 2000).
Entretanto, apesar dessa variacdo de tamanho, estruturas conservadas identificadas tanto na
RC de Diptera, como também de Thysanoptera, Plecoptera e Lepidoptera, sdo indicios da
sua relacdo com a replicacdo e transcri¢do do genoma mitocondrial (Lewis et al., 1994;
Zhang and Hewitt, 1997; Lessinger and Azeredo-Espin, 2000; Shao and Barker, 2003;
Schultheis et al., 2002; Lessinger et al., 2004; Vila and Bjorklund, 2004; Saito et al., 2005).

No entanto, as dificuldades técnico-metodolégicas para a amplificacio e
seqiienciamento da RC s@o um empecilho para o seu estudo, o que a deixou numa posicao
desfavorédvel por um longo periodo. Um exemplo disso € a auséncia de seqiiéncias desta
regido em um numero significativo de genomas mitocondriais completamente seqiienciados
de insetos (Oliveira, 2006). No entanto, trabalhos recentemente publicados trouxeram
novamente a tona o potencial dessa regido para estudos populacionais e filogenéticos
(Lessinger and Azeredo-Espin, 2000; Brehm et al., 2001; Schultheis et al., 2002; Mardulyn
et al., 2003; Lessinger et al., 2004; Vila and Bjorklund, 2004; Lyra et al., 2005; Tang et al.,
2006). Neste sentido, a caracterizacdo da RC na familia Calliphoridae e otimizag@o dos
métodos para seu acesso podem contribuir ndo s6 como um marcador molecular para a
entomologia forense e estudos populacionais, como também para a compreensdo da

evolucdo do genoma mitocondrial
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Objetivos

A caracterizagdo molecular e andlise da regido controle em espécies de moscas

causadoras de mifases da familia Calliphoridae foram realizadas com os seguintes

objetivos:

Padronizagdo da amplificacio da regiao controle do DNAmt para a familia
Calliphoridae;
Construcao de oligonucleotideos para facilitar o acesso a regido controle de

califorideos e também de espécies proximas;

Caracterizacdo estrutural da regido controle na familia Calliphoridae através da
comparagdo das seqiiéncias de diferentes espécies e da identificagdo de dominios
conservados e variaveis;

Caracterizacdo da duplicacio do tRNA™¢, verificacdo de sua ocorréncia e

distribuicdo em diferentes espécies desta familia;

Avaliagdo do potencial da regido controle para estudos filogenéticos envolvendo a

familia Calliphoridae.
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Materiais e Métodos

1. Amostras das espécies de Calliphoridae

As amostras utilizadas neste trabalho encontram-se listadas na Tabela 1. Individuos
adultos de Chloroprocta idioidea foram coletados em Abril/2004 em Mogi Guagu, SP;
individuos de Hemilucilia semidiaphana foram coletados em Abril/2002 em Sao Jodo da
Boa Vista, SP; as amostras de ambas espécies foram preservadas congeladas a -70°C.
Ambas as coletas foram feitas por A.C.M. Junqueira e AM.L Azeredo-Espin. As espécies
foram identificadas por Aricio X. Linhares, que também concedeu amostras de Hemilucilia
segmentaria coletadas em Abril/2001 no estado de Sdao Paulo, as quais foram mantidas
congeladas a -20°C. Individuos secos de C. rufifacies do Texas, EUA, coletados em
Junho/1993, sdo provenientes da colecdo entomoldgica de Bernard Greenberg, University
of Illinois, Chicago. Individuos de diferentes espécies foram concedidos preservados em
alcool absoluto por colaboradores: C. bezziana de Kluang, Malésia, concedidos por Rod
Mahon (CSIRO, Canberra, Austrélia), coletadas em Setembro/2003; C. megacephala, C.
rufifacies e Ca. dubia de Perth, Austrdlia, concedidos por Michelle L. Harvey, University
of Western Australia, coletados em Dezembro/2003; Ca. vomitoria de Londres, Inglaterra,
concedidos por Carole Ames, Dept. of Forensic Science, King’s College London, coletados
em Abril/2004; L. sericata do sul da Franca, concedidos por Bernard Chauvet, Institut de
Recherche Criminelle de La Gendarmerie Nationale, coletados em Abril/2004; L. eximia e
H. flavifacies de Pelotas, RS, concedidos por Elvia E. S. Vianna, Universidade Cat6lica de
Pelotas, coletados em Junho/1994; e P. regina da Califérnia e Virginia Ocidental, EUA,
concedidos por Jeffrey D. Wells, University of West Virginia, coletados em Junho/1997 e
Abril/2004, respectivamente.
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As amostras coletadas por A.C.M. Junqueira e A.M.L Azeredo-Espin foram obtidas
com armadilhas montadas de forma similar a descrita por Linhares (1981) e Junqueira
(2002), consistindo de um recipiente preto icado a 50cm do chido com orificios na base, que
serviam para entrada das moscas atraidas por uma isca dentro do recipiente, € um saco
pléstico transparente preso a parte superior do recipiente, ao qual as moscas que entraram
no recipiente recorriam em busca de saida, ficando presas (Figura 1). Como isca utilizou-se
peixe e figado bovino em decomposicdo, deixado a temperatura ambiente por 24h antes de

S€u uso.

Figura 1. Exemplificacdo de armadilha utilizada para captura de amostras. Imagem concedida por A.C.M.

Junqueira.
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Tabela 1. Dados sobre as amostras utilizadas no trabalho.

Espécie Localidade Coleta Preservacdo Responsavel
Calliphora dubia Perth, Austrilia Dez/2003  A.A. Michelle L. Harvey
Calliphora vomitoria Londres, Inglaterra Abr/2004  A.A. Carole Ames
Bruxelas, Bélgica Jun/2004  A.A. Tom Boonen
A.C.M. Junqueira e
Chloroprocta idioidea Mogi Guagu, SP Abr/2004  A.C.
A.M.L. Azeredo-Espin
Chrysomya albiceps Alexandria, Egito Fev/1989 A.S. Bernard Greenberg
A.M.L. Azeredo-Espin e
Goiania, GO Out/2001 P.A.
A.C.M. Junqueira
Chrysomya bezziana Kluang, Malésia Set/2003 A.A. Rod Mahon
Chrysomya megacephala Perth, Austrilia Dec/2003  A.A. Michelle L. Harvey
Chrysomya rufifacies Texas, EUA Jun/1993 A.S. Bernard Greenberg
Perth, Australia Dez/2003  A.A. Michelle L. Harvey
Hemilucilia flavifacies Pelotas, RS Jun/1994 A.A. Elvia E. S. Vianna
Hemilucilia segmentaria Estado de SP Abr/2001  A.A. A. X. Linhares
A.C.M. Junqueira e
Hemilucilia semidiaphana  S.J. Boa Vista, SP Abr/2002  A.C.
A.M.L. Azeredo-Espin
A.C.M. Junqueira e
Lucilia eximia Mogi Guagu, SP Abr/2004 AC.
AM.L. Azeredo-Espin
Pelotas, RS Jun/1994 AA. Elvia E. S. Vianna
Lucilia sericata Sul da Franca Out/2004  A.A. Bernard Chauvet
Phormia regina Ilinois, EUA Nov/1979  AS. Bernard Greenberg
Califérnia, EUA Jul/1997 AA. Jeffrey D. Wells
Virginia Oc., EUA Jul/1997 AA. Jeffrey D. Wells
Protophormia terranovae Sul da Franca Out/2004 A.A. Bernard Chauvet

Nota. A.A. adulto preservado em dlcool absoluto; A.C. adulto congelado a -70°C; A.S. adulto seco; P.A. pupa

preservada em dlcool absoluto; P.C. pupa congelada a -70°C.

2. Extracdo do DNA

As amostras frescas e congeladas tiveram seu DNA extraido utilizando o método de
Fenol/Cloroférmio, de acordo com o protocolo descrito por Infante Vargas e Azeredo-
Espin (1995). Cada individuo foi colocado em tubo eppendorf contendo 300uL de tampao
de homogeneizacdo (Tris-Cl 10mM, NaCl 60mM, Sacarose 300mM, EDTA 10mM, pH

7,5) e macerado. Em seguida, 300uL. de solucdo de lise foram adicionados (Tris-Cl
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300mM, SDS 40mM, EDTA 20mM, 0,7% do volume de DEPC, pH 9,0); os tubos foram
misturados em vortex e incubados em gelo por 15 min. Foram adicionados, entdo, 600uL
de fenol pH 7,6 e as amostras foram misturadas em vortex e incubadas em gelo por 3 min
sendo, em seguida, centrifugadas a 5500 rpm por 10 min. A fase superior foi recuperada e
transferida para um tubo novo. A esse sobrenadante foram adicionados 250uL de fenol e
250uL de solucdo cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1). As amostras foram misturadas,
incubadas em gelo por 3 min, e centrifugadas por 5 min a 5000 rpm. A fase superior foi
novamente removida e transferida para um novo tubo, sendo adicionados 500uL de
cloroférmio:édlcool isoamilico (24:1). Apdés misturd-las e incubar em gelo por 3 min, as
amostras foram centrifugadas a 5000 pm por 5 min. O sobrenadante foi novamente
transferido para um novo tubo, sendo o DNA precipitado pela adi¢do de 25uL. de acetato de
s6dio 3M e ImL de etanol absoluto a -20°C. O conteddo foi misturado por inversiao e
incubado a -20°C por 2 horas. Em seguida, foram centrifugados a 12000 rpm por 30 min,
sendo o sobrenadante descartado. O “pellet” foi ressuspendido em 300uL de 1xTE (10mM
Tris-Cl pH 7.4, 0,imM EDTA pH 8,0) e precipitado novamente a -70°C com 16uL de
acetato de sédio 3M e 900uL de etanol absoluto a -20°C. Apds a centrifugacdo final a
12000 rpm por 30 min, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi ressuspendido em
100-200uL de 1xTE, sendo as amostras armazenadas a -20°C.

O DNA total das amostras secas e conservadas em dlcool foi extraido com
DNAzol®, como descrito por Junqueira et al. (2002). Cada individuo foi colocado e
macerado em tubo eppendorf contendo 500uL. de DNAzol. Em seguida foram adicionados
outros 500uL de DNAzol e os tubos foram misturados por inversdao. O homogeneizado foi
centrifugado por 10 min a 13000 rpm e, em seguida, o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo. O DNA foi precipitado pela adi¢cdo de 500uL de etanol absoluto a -20°C,
incubagdo a temperatura ambiente por 5 min e centrifugacdo a 13000 rpm por 3 min. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de etanol 95%, sendo os
tubos agitados por inversao e centrifugados a 13000 rpm por 2 min. Esta dltima etapa foi
repetida e finalmente o “pellet” foi ressuspendido em S0uL 1xTE apds a evaporacio a

temperatura ambiente do etanol dos tubos. As amostras foram armazenadas a -20°C.
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3. Amplificagoes

Para a amplificacio especifica da RC, foi utilizada a estratégia do Nested PCR,
exemplificada na Figura 2, visando a recuperacdo dessa regiao do DNAmt através ds
amplicons A e B. Uma primeira reacdo foi feita com os oligonucleotideos universais C1-N-
1560 e SR-J-14612, descritos na compilagdo feita por Simon et al. (1994), que hibridam
respectivamente nos genes para a subunidade I da citocromo oxidase (cox/) e para a
subunidade 12S do rRNA (srRNA). Esta amplificacdo abrange tanto a RC como o cluster
de tRNAs que a precede. Para a obtencdo do amplicon A, os produtos dessa primeira
amplificacdo foram diluidos 1:50 e utilizados como molde para o nested PCR, sendo feita
uma segunda reacio com os oligonucleotideos TM-N-193, que hibrida no gene tRNAY“, e
CmegAR (Lessinger et al., 2004), que hibrida no final do dominio conservado, recuperando
oS tRNAGl”, tRNA™ ¢ quase todo o dominio conservado da RC. Finalmente, para a
obtencdo do amplicon B, tendo como molde os produtos da primeira amplificacdo diluidos
1:50, foram utilizados os oligonucleotideos CmegA (Lessinger et al., 2004) e SR-J-14941
(Oliveira et al., 2006), que hibridam no fim do dominio conservado da RC e no micio do
srRNA, respectivamente, recuperando, assim, o final do dominio conservado e todo o
dominio variavel. A reacdo inicial consistiu de uma desnaturacdo a 94°C por 3 min, seguida
de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, hibridacdo a 40°C por 1 min e extensdo a
60°C por 2 min, finalizando a reacdo com uma extensdo prolongada a 60°C por 10 min. As
reacOes de nested PCR foram conduzidas de forma idéntica, exceto pela temperatura de
hibridagao de 45°C.

O amplicon A de Ch. idioidea ndo pode ser obtido com o oligonucleotideo
CmegAR. Dessa forma, para amplificar essa regido, um novo oligonucleotideo foi
desenhado (CR-B-VII) com base nas seqiiéncias ja obtidas do amplicon B. Para Ca. dubia,
o grande tamanho de seu dominio varidvel requereu uma nova combinagdo de
oligonucleotideos para sua recuperacdo. Dessa forma, o oligonucleotideo Cadu foi
desenhado baseado nas seqiiéncias parciais obtidas do amplicon B dessa espécie, sendo
usado em combinacdo com o CR-B-VII-R, que se trata da seqii€ncia complementar reversa
do oligonucleotideo CR-B-VII. A Tabela 2 lista os oligonucleotideos utilizados para as

reacOes de amplificacao.
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amplicon B

£ *
CMegAR CR-B-VII SR-J-14941 SR-J-14612
Cadu*
// 9
coxl1[¥[clw] nagz // TM[Q]T] RC SrRNA
L e L L
Cl-N-1560 TM-N-193 CMegh CR-B-VII-R
% +
amplicon A |—|
0.2kb

Figura 2. Organizagdo da RC e sitios de hibridagdo dos oligonucleotideos. O gene nad?2 esta representado
parcialmente. Em verde estd representado o dominio conservado; em azul, o dominio variavel. Os tRNAs
estdo representados por Y (fRNA™"), C (tRNA?*), W (tRNA™™), M (tRNA™), Q (tRNA“") and 1 (tRNA™). O
amplicon A inclui a seqiiéncia parcial do tRNA™, seqiiéncias completas do tRNA" e tRNA™, e seqiiéncia
parcial do dominio conservado. O amplicon B abrange todo o dominio varidvel e aproximadamente 200pb do
dominio conservado. CR-B-VII foi utilizado para Ch. idioidea ¢ Ca. dubia, enquanto CR-B-VII-R foi

combinado com o oligonucleotideo Cadu exclusivamente para Ca. dubia.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para a amplifica¢do da regido controle.

Oligonucleotideo Seqiiéncia Referéncia :g)il(“)igzg:ﬁo
CI1-N-1560 5- TGTTCCTACTATTCCGGCTCA —-3*  Simon et al. (1994) coxl
SR-J-14612 5’- AGGGTATCTAATCCTAGTTT -3’ Simon et al. (1994) srRNA
TM-N-193 5- TGGGGTATGAACCCAGTAGC -3>  Simon et al. (1994) tRNAM
CR-B-VII 5~ TTTTATATTGAAGCGTCG -3’ Este trabalho RC
CR-B-VII-R 5~ TTGCACGGTTCAATATAA -3’ Este trabalho RC
CMegAR 5~ AATCCAGTTAAGAATATCAT -3  Lessinger et al. (2004) RC
CMegA 5’— ATGATATTCTTAACTGGATT -3’ Lessinger et al. (2004)  RC

Cadu 5’ - TTGGTAAATCCTACTGT -3’ Este trabalho RC
SR-J-14941 5’ — AGCCAAAATAAAACTTTA -3’ Oliveira et al. (2006) srRNA

Em todas as reagdes de amplificagdo foram utilizadas as seguintes concentragdes
finais de reagentes, para um volume final de 15uL: 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KClI,
1,25 U de enzima Tag DNA Polymerase (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, 500 nM de cada
oligonucleotideo, 200 uM de cada dNTP, e cerca de 100 ng de amostras de DNA. As
reacdes foram conduzidas em termocicladores MiniCycler e PTC-100 (MJ Research). Os
produtos das amplificagdes foram separados em gel de agarose 1,0 %, e visualizados

através de coloracdo com brometo de etideo e luz ultravioleta (A = 300nm).
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4. Clonagem e seqiienciamento

Os produtos de PCR da RC foram clonados com o vetor pCR2.1®-TOPO® dos kits
TOPO® — TA Cloning e TA Cloning (Invitrogen). Para purificacdo destes produtos, foi
feita dialise por 20 min com filtros Millipore de 0,05um e TE pH 7,4 (Tris-Cl 1M pH 7.4;
EDTA 0,5M e H,O milli Q), como o descrito por Lessinger and Azeredo-Espin (2000). Em
seguida foi feita a reacdo de ligacdo dos produtos com o vetor de acordo com as
recomendacdes do fabricante: para cada ligacdo, foram utilizados 3uL. de produto de
amplificagdo, 2uLL do plasmideo pCR2.1, IuL de tampdo, 1luL de DNA ligase e 3uL de
dgua, para um volume final de 10uL. As rea¢des foram incubadas a 14°C por 16h e, em
seguida, foi feita transformacdo quimica com tampao KCM/PEG (KCIl 1M, CaCk.2H,0
0,3M, MgCh 2M e 10% PEG 6000) conduzida com células competentes de E. coli TOP10,
adaptada do protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). Os plasmideos foram digeridos
com a enzima EcoRI para verificacdo da ligacdo e selecdo dos clones recombinantes. As
amostras da RC eficientemente clonadas foram submetidas a rea¢do de seqiienciamento,
utilizando o “kit” “Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (Applied
Biosystems) que consiste em 2ul. de ABI-PRISM Big Dye terminator sequencing v3.0,
2uL de tampao de seqiienciamento, 3,2pmol de oligonucleotideo (M13D ou M13R), 400ng
de plasmideos contendo o inserto e dgua para 10uL de reagdo, sendo os produtos da reacao
purificados com isopropanol/etanol conforme recomendacdes do fabricante (Applied

Biosystems) . Essas amostras foram seqiienciadas automaticamente em seqiienciador Perkin

Elmer-ABI Prism 377.

5. Andlise das seqiiéncias

Os cromatogramas obtidos pelo seqiienciamento automatico foram analisados
inicialmente no programa Chromas 2.21 (Technelysium Pty Ltd), que permite a
visualizacdo e edicdo das seqiiéncias. Os alinhamentos multiplos foram feitos com o
algoritmo do ClustalW (Thompson et al., 1994) incluido no programa MEGA 3.1 (Kumar
et al., 2004), com a penalidade para abertura de gaps reduzida para 12 devido as diferencas
em tamanho das seqiiéncias, sendo feitos ajustes manuais quando necessario. Com este
programa também foram feitas as andlises de composicdo e substitui¢des nucleotidicas.

Juntamente com as seqiiéncias obtidas neste trabalho, foram utilizadas as seguintes
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seqiiéncias completas de RC de califorideos depositadas no GenBank para os alinhamentos
e andlises: C. albiceps (AY220131), C. megacephala (AF151386), C. putoria (AF352790),
Co. hominivorax (AF151382) e Co. macellaria (AF151384).

A inferéncia da estrutura secundéria dos genes para tRNA foi conduzida com o
programa tRNA-Scan-SE v. 1.21, (Lowe and Eddy, 1997). A estimativa da diversidade
nucleotidica no dominio conservado foi feita com o programa DnaSP 4.0 (Rozas et al.,
2003), pelo método de sliding window, no qual um segmento de DNA (window) € movido
pela seqii€éncia em passos, sendo os parametros calculados em cada janela. Dessa forma,
foram utilizados sete sitios tanto para o tamanho da janela de comparagdo como para cada
passo, desconsiderando os gaps para se obter uma melhor visualizacdo. A inferéncia de
possiveis estruturas secunddrias presentes nas seqiiéncias foi investigada com o Mfold web
server version 3.1, utilizando os parametros padrdes (Zuker, 2003). Para evidenciar a
presenca de elementos repetidos nas seqiiéncias, o aplicativo Dotlet (Junier and Pagni,
2000), que se vale do alinhamento diagonal de duas seqii€ncias, foi utilizado.

A determinacdo de blocos de seqiiéncia conservados foi feita a partir do
alinhamento das 15 seqiiéncias completas do dominio conservado de espécies de
califorideos, tendo como base o critério utilizado por Lessinger and Azeredo-Espin (2000):

1. um bloco deveria ter no minimo 15 sitios;

2. o inicio de um bloco era marcado pela presenca de similaridade por pelo menos 4
sitios em ao menos 13 das 15 espécies estudadas;

3. o fim do bloco era considerado apds quatro sitios varidveis consecutivos em mais

de duas espécies.

6. Andlise filogenética

Para as inferéncias filogenéticas foram utilizadas as seqiiéncias do dominio
conservado da RC obtidas a partir do seqiienciamento do amplicon A, sendo a sua regido de
maior variabilidade, localizada entre os blocos III e IV, excluida das analises. Dois métodos
de reconstrucdo filogenética foram utilizados: a Médxima Parcimonia (MP) e o Neighbor-
Joining (NJ). Seqiiéncias de dominio conservado de Ca. vicina (AY894834) e Ca.

vomitoria (AY894833) disponiveis no GenBank também foram utilizadas. Como grupo
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externo, foi utilizada a espécie Dermatobia hominis (NC_006378), pertencente a familia
Oestridae, mesma superfamilia de Calliphoridae (Oestroidea).

A maxima parcimoOnia e o neighbor-joining empregam abordagens distintas para a
inferéncia filogenética, sendo dois métodos tradicionalmente utilizados para a reconstru¢dao
de relagcdes evolutivas entre seqiiéncias (Holder and Lewis, 2003). A MP busca encontrar a
arvore que é compativel com o menor nimero de substitui¢des entre as espécies, sendo
eficiente principalmente quando se trata da andlise de seqiiéncias proximas (Holder and
Lewis, 2003). A andlise de MP foi conduzida com o programa PAUP* 4.0b10 (Swafford,
2002), utilizando os seguintes critérios: busca heuristica com 500 réplicas de adicdo
aleatéria de tdxon, tree bisection-reconection branch-swapping, gaps foram
desconsiderados, e todos os caracteres foram igualmente pesados. O suporte para cada ramo
foi verificado através de 1000 réplicas de bootstrap. Uma arvore consenso foi computada
uma vez que mais de uma darvore igualmente parcimoniosa foi obtida. O programa
TreeView 1.6.6 (Page, 1996) foi utilizado para visualizacdo e edi¢ao das arvores.

O algoritmo do NJ, por sua vez, permite uma andlise filogenética rapida, também
apresentando eficdcia na andlise de taxa com divergencia recente (Holder and Lewis,
2003). Neste método, os dados dos alinhamentos sdao convertidos numa matriz de distancia,
que representa a divergéncia entre os taxa baseada no nimero de mudancas observadas. A
andlise por NJ foi conduzida no programa MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004), sendo estimada
por distancia p, gaps foram desconsiderados entre os pares de seqiiéncia analisados, e 1000

réplicas de bootstrap foram realizadas para a obten¢do de suporte dos ramos.
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Resultados
1. Acesso a regido controle

A otimizacdo da amplificacdo da regido controle do DNAmt requereu vérios testes
com diferentes concentragdes de reagentes e ciclos de temperaturas. Por possuir grande
quantidade de nucleotideos A e T, ndo é possivel utilizar temperatura de hibridacdo elevada
(acima de 60°C), devido a perda de estabilidade do DNA (Lessinger and Azeredo-Espin,
2000; Lessinger et al., 2004). Isso diminui também a especificidade dos oligonucleotideos,
que acabam por hibridar em regides inespecificas. A solucdo foi encontrada no nested PCR:
a primeira reacdo de amplificacdo garante o aumento do numero de fragmentos de DNA
que contém a regido-alvo, permitindo que a segunda reacdo de amplificacdo recupere com
maior eficiéncia a regido desejada (Lessinger and Azeredo-Espin, 2000).

A combinacdo de oligonucleotideos TM-N-193 e CmegAR, utilizada para a
amplificacdo do amplicon A, e CmegA e SR-J-14941, utilizada para a obtengdo do
amplicon B, mostrowse eficiente para todas as espécies de califorideos estudadas. A tnica
excecdo foi Ch. idioidea, para a qual foi necessdria uma nova combinac¢do de
oligonucleotideos para a obtencdo eficiente do dominio conservado da RC. Baseado nas
seqiiéncias recuperadas do amplicon B das outras espécies de califorideos, o
oligonucleotideo CR-B-VII foi desenhado, estando seu sitio de hibridacdo localizado no
final do dominio conservado da RC. Esse oligonucleotideo, em combina¢do com TM-N-
193, recupera uma seqiiéncia que sobrepde em aproximadamente 130 pb com o amplicon
B, permitindo, dessa forma, a obtencdo completa da RC das espécies da familia

Calliphoridae (Figura 2).

2. Genes de tRNA

A comparagdo das seqii€ncias completas dos tRNAs que precedem a RC (Figura 2),
que incluem 66 pb do fRNA™ e 69 pb do tRNA®", além da seqiiéncia parcial do rRNAM*' (19
pb), indicaram que esta regido € altamente conservada nas espécies de califorideos
analisadas. Apesar da ocorréncia de regides intergénicas (RI) e sobreposi¢des variar entre

as espécies, dois padrdes para as sobreposicdes foram identificados: entre os genes para

tRNAM (fita +) e tRNA“™ (fita -) elas envolvem 1 sitio, enquanto entre tfRNA®" e tRNA™
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(fita +) envolvem 3 sitios. Entretanto, nenhum padrao de seqiiéncia foi observado entre as
RIs, as quais variam de 2 a 16 pb.

A andlise comparativa das seqiiéncias completas dos tRNA“" e tRNA™ de Co.
hominivorax com as dos califorideos estudados revelaram substituicdes em seis espécies: C.
rufifacies, C. megacephala, Ch. idioidea, H. flavifacies, H. segmentaria ¢ L. eximia. Dez
transicdes foram identificadas em seis sitios, como mostra a Figura 3. Trés sitios, um no
DHU loop de cada tRNA ¢ um no TyC loop do tRNA", dividem sete dessas transi¢des
além de uma dele¢do, sugerindo que essas regides dos tRNAs podem ser mais susceptiveis
a eventos de substituicdo. Dentre as espécies que tiveram mais de uma seqiiéncia analisada

para essa regido, somente L. eximia apresentou variagdo intraespecifica, estando localizada

no DHU loop do tRNA".
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Figura 3. Estrutura secundaria do tRNA®" (A) e tRNA™ (B) de Co. hominivorax e alinhamento das

seqiiéncias de fRNA™ (C) e tRNA™ (D). Em destaque em cinza estdo os sitios que apresentaram substituicio

em diferentes espécies. L. eximia 1 ¢ 2 representam os individuos de Pelotas e Mogi Guagu, respectivamente.
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3. Organizagdo estrutural e composi¢do da RC

Na familia Calliphoridae, a RC apresenta-se flanqueada pelos genes srRNA e
tRNA™ (Figura 2), variando em extensdo de 854 pb em C. megacephala a 1905 pb em Ca.
dubia, como mostra a Tabela 3. A composi¢do nucleotidica apresentou alto conteudo de A
e T, variando de 86,0% em Ch. idioidea a 91,6% em Co. hominivorax (Tabela 3). O
alinhamento e anélise das seqiiéncias obtidas evidenciaram a presenca de dois dominios na
regido controle, como o descrito por Lessinger et al. (2004) e Junqueira et al. (2004). Um
dominio conservado se encontra adjacente ao tRNA™ ¢ apresenta blocos de seqiiéncia
conservados entre as espécies da familia Calliphoridae, bem como estruturas conservadas
descritas para diversos grupos de insetos. Por sua vez, adjacente ao srRNA, encontra-se um

dominio varidvel, tanto em tamanho quanto em seqii€ncia.

Tabela 3. Variacdo de extens@o da regido controle e sua composicdo nucleotidica em espécies da familia

Calliphoridae. C. rufifacies 1 e 2 correspondem as espécies da Austrilia e dos EUA, respectivamente.

Espécie RC (pb) Dominio Dominio AST (%)
Conservado (pb) Variavel (pb)
C. bezziana 855 574 281 90,5
C. megacephala 854 576 278 90,8
C. putoria 888 582 306 904
C. rufifacies 1 988 562 426 904
C. rufifacies 2 1026 556 470 88.6
C. albiceps 1008 542 466 913
L. sericata 1103 565 538 90,3
P. regina 869 570 229 90,9
Co. hominivorax 1158 619 539 91,6
H. semidiaphana 1171 612 559 86,9
H. flavifascies 1180 615 565 86,6
Co. macellaria 1206 617 589 87,1
L. eximia 1247 568 679 91,0
Ch. idioidea 1234 666 568 86,0
Ca. vomitoria 1303 595 708 90,8
Ca. dubia 1905 600 1305 90,7
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3.1. Dominio conservado da RC

Apesar do dominio conservado apresentar uma variagdo em tamanho de 542 pb em
C. albiceps a 666 pb em Ch. idioidea (Tabela 3), oito blocos de seqiiéncia conservados
(BSCs) puderam ser identificados (Figura 4), representando 369 sitios. A estimativa da
diversidade nucleotidica para o alinhamento das seqiiéncias do dominio conservado (Figura
5) mostrou suporte ao critério uilizado para designar os BSCs. Este dominio apresentou
uma diversidade nucleotidica variando de zero (que representa 100% de identidade entre os

sitios de todas as seqiiéncias) a 0,54, com um média de 0,17308. Como era esperado, os

BSCs coincidem com as regides de menor diversidade, apresentando valores entre zero e

0,3.

28
ig TITTITTTTTTT TTTTTI

Figura 4. Alinhamento das seqiiéncias do dominio conservado da RC de 15 espécies de califorideos. Pontos
indicam identidade dos nucleotideos com a seqiiéncia de Co. macellaria; letras indicam substitui¢cdes e hifens
representam gaps. Os BSC I a BSC VIII estdo indicados abaixo das seqiiéncias alinhadas. Os sitios de
hibridacao dos oligonucleotideos CMegA/CMegAR e CR-B-VII/CR-B-VII-R estdo indicados acima de suas
respectivas seqiiéncias. As linhas pontilhadas delimitam a seqiiéncia da possivel estrutura secunddria inferida

para a RC com o programa Mfold.
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Figura 4. Continuagdo.
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Figura 5. Diversidade nucleotidica (Pi) calculada a cada 7 pb ao longo do dominio conservado da regido

controle, obtida pelo método de sliding window (janelas com tamanho de 7 pb).
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O BSC I envolve um poli-T, também reportado adjacente ao tRNA™ em Drosophila
spp, Orthoptera e Plecoptera (Clary and Wolstenholme, 1987; Zhang et al., 1995;
Schultheis et al., 2002). Esta estrutura apresentou variacdo de tamanho de 15 pb em L.
eximia a 23 pb em Co. hominivorax. Os BSCs II e III foram os menores blocos
recuperados, com 21 pb e 16 pb respectivamente, e precedem a regido de maior
variabilidade do dominio conservado, localizada entre os BSCs III e IV. Esta regido
varidvel apresentou 28 pb em C. albiceps e 98 pb em Ch. idioidea, dificultando seu
alinhamento e a inferéncia de sitios homologos, motivo pelo qual foi excluida da andlise
filogenética feita com este dominio. Os BSCs IV e V apresentaram repeti¢cdes em tandem
de [TA(A)]n, que também ji foram reportadas entre o poli-T e a possivel estrutura
secunddria conservada em insetos formada pela RC, descrita para Lepidoptera (Taylor et
al., 1993), Orthoptera e Coleoptera (Zhang and Hewitt, 1997) e Plecoptera (Schultheis et
al., 2002). Da mesma forma que o poli-T, as repeticdes em tandem apresentam variacao
inter e intraespecifica, como ocorre em C. rufifacies, cujos individuos analisados
apresentaram 8, 9 e 10 repeti¢Oes

O BSC VI foi o maior bloco recuperado, com 151 pb, abrigando os sitios de
hibridacdo dos oligonucleotideos CmegA/CmegAR. Envolvendo o final do BSC VI e inicio
do BSC VII encontra-se a seqiiéncia que possibilita a formac@o de uma estrutura secundéria
similar a descrita para outros grupos de insetos, que pode estar envolvida com a replicagdo
do DNAmt. O BSC VII abriga os sitios utilizados para a constru¢cdo dos oligonucleotideos
CR-B-VII e CR-B-VII-R. Entre os BSCs VII e VIII uma outra regido de maior
variabilidade do dominio conservado mostrou-se presente. O BSC VIII, por sua vez,

apresentou um poli- A, com varia¢do de tamanho de 16 pb em H. semidiaphana e L. eximia
a 26 pb em C. rufifacies.
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3.2. Dominio varidvel da RC e identificagcdo das duplicacoes de tRNA

Uma caracteristica marcante do dominio varidvel da RC € sua hipervariabilidade,
em tamanho e seqiiéncia, se estendendo de 229 pb em P. regina a 1305 pb em Ca. dubia
(Tabela 3). Entretanto, foi possivel dentificar uma estrutura conservada nas 15 espécies
analisadas de califorideos: um motivo de 19 pb sempre precedido por seqii€éncias de 4 a 7
Gs (Figura 6). Estas “ilhas de G” encontram-se adjacentes ao motivo conservado
identificado, como em C. bezziana, ou distantes alguns pares de base, como em P. regina,
que apresenta 41 pb entre o motivo conservado e a ilha de G. Outras ilhas de G, ndo
associadas ao motivo de 19 pb, podem ocorrer ao longo do dominio varidvel, com seu
nimero e localizacio diferindo entre as espécies, como representado na Figura 6.

O dominio varidvel de Ca. dubia apresentou um fragmento triplicado, explicando
sua maior extensao (1305 pb) quando comparada as outras espécies analisadas (Figura 6).
O primeiro e o segundo fragmento apresentaram 262 pb e 261 pb, com 93,5% de identidade
entre si, enquanto o terceiro fragmento possui 227 pb, com 90,7% e 92,0% de similaridade
com os dois primeiros, respectivamente. As diferencas de tamanho podem ter sido causadas
pelo acimulo de delecdes ou inser¢des nas seqiiéncias. O dominio varidvel de Ca.
vomitoria também apresentou fragmentos repetidos, com 104 pb e 103 pb (Figura 6) e
83,7% de similaridade entre si. Curiosamente, os fragmentos repetidos sdo similares entre
as espécies: a primeira copia do fragmento repetido de Ca. vomitoria apresenta 73,7% de
similaridade com a primeira cépia do fragmento repetido em Ca. dubia, sugerindo que se
trata de uma regido conservada no dominio varidvel no género Calliphora.

Outra peculiaridade do dominio varidvel envolveu as espécies P. regina, Ca. dubia
e as espécies estudadas do género Chrysomya. Em Ca. dubia e nas cinco espécies
examinadas de Chrysomya, o dominio varidvel encontra-se interrompido por uma
duplicacdo do tRNA™, enquanto em P. regina a duplicacio inclui também o tRNA™"
(Figura 6). As duplicagdes, no entanto, ndo interrompem o motivo conservado de 19 pb,

encontrado em todas as espécies.
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Figura 6. Exemplos de diferentes organizagées da RC na familia Calliphoridae, indicando as duplicacdes
génicas. As elipses contendo um G e marcadas com um asterisco indicam a presenca do elemento conservado
composto pelo motivo de 19 pb, associado a ilhas-G, encontrado no dominio varidvel A seqiiéncia do motivo
de 19 pb estd indicada somente para C. bezziana, permanecendo o mesmo para todas as outras espécies
analisadas. Elipses contendo o G, mas sem o asterisco, indicam ilhas de G identificadas ao longo da RC. Os
fragmentos repetidos identificados em Ca. vomitoria e Ca. dubia estdo representados com seus respectivos

tamanhos.

Nas espécies de Chrysomya (representadas na Figura 6 por C. bezziana) e em Ca.
dubia, a duplicacio do fRNA™ inclui também as seqiiéncias parciais das regides
flanqueadoras deste gene, que correspondem ao tRNA®"™ ¢ 0 dominio conservado da RC
(Tabela 4). A regido duplicada em P. regina, por sua vez, abrange as regides flanqueadoras
dos tRNA®™ e tRNA™, que sdo o tRNAM" ¢ dominio conservado da RC, respectivamente. Os
genes duplicados mostraram-se idénticos as suas copias “originais” em todas as espécies.
Chrysomya megacephala e C. rufifacies, que apresentaram diferencas nas seqii€ncias de
seus tRNA" comparadas 2 Co. hominivorax, compartilham as mesmas substituicdes em
seus genes duplicados, como mostra a Figura 7. A tnica excecdo foi identificada em um
individuo de P. regina (amostra da Califérnia-EUA), para o qual somente o amplicon B foi
seqiienciado. Este individuo apresentou uma substituicio C > T no rRNA"® duplicado

quando comparado a copia “original” do outro individuo desta espécie (Virginia Ocidental
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EUA). Seqiiéncias conservadas como as observadas para os tRNAs duplicados ndo foram
observadas nas regides flanqueadoras dos fragmentos repetidos, as quais aparentam estar
degeneradas, sendo observadas diferencas mesmo entre individuos de mesma espécie

(como por exemplo C. megacephala e P. regina).

Tabela 4. Caracterizacdo das duplicacdes de tRNA e suas regides flanqueadoras no dominio varidvel da RC.

Duplicacao (pb)
e o
C. albiceps - - 31 +2 66 15 114
C. bezziana - - 24 +4 66 15 108
C. megacephala - - 31 +4 66 15 116
C. putoria - - 19 0 66 15 100
C. rufifacies - - 31 -3 66 21 109
P. regina 16 +4 69 +7 66 12 174
Ca. dubia - - 29 -3 66 21 113

Nota. (+) indica Regido Intergénica (RI) e (-) indica sobreposicao (Sobrep.); DC indica o dominio

conservado.

Co.hominivorax TAATGAATGT AATATTATTA CATGATTTAC CCTATCAAGG TAATCCTTTT TATCAGGCAA TTCATT
Ca.dubia TI1 ittt ettt e e ee eee et et eeeeee e e
Ca.dubia T2 = ittt ittt ettt et teta e e ee e et caeaes
BRI o3 = X T 1
= T o3 A= < - 1/
.bezz1ana T1 et e ettt et et e et eeeee e e
cbezziana T2 ot et ettt et et et tae i eeeaan
.megacephala Il ...ttt tttineetee ottt nnnne tetaanann [ G Chitiniieee viiee
.megacephala I2 &ttt et it et e e Covvnn [ N
Lrufifacies TI1 e ettt e et e e Cat et et i e
.rufifacies T2 ot et ettt e e G s e
.reginag I T1 et ettt et et et e et eeee e eeean
.reginad I T2 e e e ettt ettt ettt ee et ee e e
.regina 2 T2 e ee e eeeeeeee et e et teeeeeeaee eeeee e e Too coen

OO N NONO NN N

Figura 7. Alinhamento das seqiiéncias dos tRNA™ duplicados, evidenciando a presen¢a das mesmas

substitui¢des nucleotidicas em ambas as copias. “I1” refere-se a copia do cluster de tRNAs, enquanto “12”
representa a duplicacdo. P. regina 1 e 2 representam os individuos da Virginia Ocidental e Califérnia,

respectivamente.
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4. Utilizag¢do do dominio conservado para inferéncias filogenéticas

A Figura 8 apresenta as drvores filogenéticas inferidas utilizando a seqii€éncia do
dominio conservado recuperada pelo amplicon A de 26 espécies de califorideos, incluindo
as seqiiéncias obtidas no GenBank. A analise de divergéncia nucleotidica feita por distancia
p indicou uma divergéncia média de 18,9% entre as espécies, indicando uma alta taxa de
substitui¢dao da RC.

As andlises por MP e NJ resultaram em drvores com topologias similares. Ambos os
métodos agruparam os géneros considerados de mesma subfamilia: Chrysomyinae
(formada pelos géneros Chrysomya, Cochliomyia, Chloroprocta, Phormia, Protophormia e
Hemilucilia), e Calliphorinae (representada pelo género Calliphora), esta ultima
apresentando alto suporte pelo valor de bootstrap (98,6% e 99% para MP e NI,
respectivamente). A subfamilia Luciliinae, formada pelas espécies do género Lucilia,
apresentou-se parafilética na reconstru¢dao por MP, apesar da separacdo das espécies desse
género apresentar baixo valor de bootstrap. Ambos os métodos indicam alto suporte ao
clado formado pelos géneros Phormia + Protophormia e ao clado formado pelos géneros
neotropicais Cochliomyia, Hemilucilia e Chloroprocta. No entanto, as relacdes entre esses
géneros ndo puderam ser definidas pela andlise de MP e, pela andlise de NJ, os clados
formados apresentam baixo suporte pelo valor de bootstrap. A RC, contudo, apresentou
potencial para o agrupamento de individuos de mesma espécie e espécies consideradas
morfologicamente proximas, mas ndo foi suficiente para resolver as relacdes entre géneros.
Enquanto a divergéncia observada entre os individuos de mesma espécie variou de 0 a
0,60%, como é o caso dos individuos analisados de C. albiceps, a divergéncia entre
espécies de géneros diferentes muitas vezes mostrorse menor do que entre espécies do

mesmo género, como observado entre Cochliomyia € Hemilucilia (Tabela 5).
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Tabela 5. Limites de divergéncia do dominio conservado entre clados-irmaos obtidos por distincia p.

Variacao Minimo Maximo
Chrysomya albiceps 0,0 0,006
Intraespecifica  Chrysomya rufifacies 0,003 0,008
Calliphora vomitoria 0,003 0,016
Chrysomya 0,068 0,169
Intra-géneros Calliphora 0,104 0,193
Hemilucilia 0,051 0,167
Cochliomyia x Hemilucilia 0,139 0,162
Phormia x Chrysomya 0,147 0,178

Inter-géneros
Protophormia x Chrysomya 0,151 0,185

Lucilia x Calliphora 0,207 0,239
Chrysomyinae x Calliphorinae 0,196 0,306
Inter-subfamilias Chrysomyinae x Luciliinae 0,177 0,310
Luciliinae x Calliphorinae 0,202 0,215

Nota. A variagdo intraespecifica estd representada para espécies com mais de dois individuos analisados, e a

intra-géneros foi obtida para géneros com mais de duas espécies amostradas.
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Figura 8. A. Arvore consenso inferida pela andlise de Mdxima Parcimdnia B. Arvore inferida por NJ utilizando distancia p. Nimeros nos ramos indicam o
valores de bootstrap com 1000 réplicas. Os numeros a frente das espécies indicam individuos diferentes. Os ramos em vermelho denotam as espécies da

subfamilia Chrysomyinae, em azul Calliphorinae e em verde Luciliinae, segundo definido por dados morfolégicos (Rognes, 1997).
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Discussao
1. Acesso a regido controle

Dificuldades técnico- metodoldgicas para a amplificagcdo e seqiienciamento da RC se
mostraram um empecilho para o seu estudo por um longo tempo. A grande composi¢ao de
nucleotideos A+T, por exemplo, pode interferir na amplificagdo, clonagem e
seqiienciamento dessa regiao devido as propriedades termoestdveis da molécula (Junqueira,
2002). De fato, a utilizagdo de temperaturas acima de 60°C para a amplificacio mostrou-se
invidvel. O nested PCR possibilitou, dessa forma, a condugao das reacdes de amplificacdao
sob temperaturas menores, permitindo a recuperacdo de fragmentos especificos da RC.
Neste contexto, a padronizacdo da amplificacdo da RC, aliada a constru¢do de novos
oligonucleotideos para o seu acesso, como realizado por Lessinger et al. (2004) e Oliveira
et al. (2006), é uma importante contribui¢do para estudos futuros relacionados a familia

Calliphoridae, possibilitando caracterizar sua estruturacdo e evolu¢ao em novas espécies.

2. A caracterizacdo da RC do DNAmt

Como descrito em estudos prévios feitos com espécies da familia Calliphoridae
(Lessinger and Azeredo-Espin, 2000; Junqueira et al., 2004; Lessinger et al., 2004), a RC
neste grupo apresentou-se dividida em dois dominios, possuindo um evidente viés para o
contetido nucleotidico de A+T, sendo isso também uma caracteristica geral do genoma
mitocondrial de insetos (Zhang and Hewitt, 1997; Mardulyn et al., 2003; Shao and Barker,
2003; Vila and Bjorklund, 2004; Covacin et al., 2006). Tal composi¢cao nucleotidica,
evidenciada na Tabela 3, pode estar envolvida com processos dependentes de energia
durante a replicacdo e transcricdo do genoma mitocondrial (Clary and Wolstenholme,
1985), proporcionando uma maior eficiéncia nesses dois eventos. Dessa forma, apesar de se
tratar de uma regido nao-codificadora, as substituicdes na RC podem ndo ser aleatorias,
uma vez que pode existir pressdo de mutacdo para A+T, a qual pode inclusive atuar em

todo genoma mitocondrial de insetos (Jermiin et al., 1994).
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2.1. O dominio conservado da RC e sua relagdo com a replica¢do do DNAmt

A caracterizacdo do dominio conservado da RC levou a identificagdo de oito blocos
de seqii€éncia conservados na familia Calliphoridae (Figura 4), apresentando entre eles
por¢des mais varidveis. Estruturas conservadas descritas para Diptera, Lepidoptera,
Orthoptera, Coleoptera e Plecoptera, (Clary and Wolstenholme, 1987; Taylor et al., 1993;
Lewis et al., 1994; Zhang et al., 1995; Zhang and Hewitt, 1997; Brehm et al., 2001;
Schultheis et al., 2002; Saito et al., 2005; Oliveira, 2006) também foram identificadas,
indicando que devem representar regides conservadas em Insecta. E importante ressaltar
que, apesar da divergéncia das seqiiéncias primdrias entre esses grupos, sdo os elementos
estruturais que se mostram conservados e, dentre essas estruturas, algumas relacionam a RC
a transcricdo e replicacdo do genoma mitocondrial, as quais também puderam ser
identificadas na RC de Calliphoridae.

Em estudo com Drosophila spp. Clary and Wolstenholme (1987) haviam sugerido
que o poli-T adjacente ao tRNA™ poderia participar da regulacdo da transcri¢io do DNAmt,
baseado na sua estrutura e localizacdo. Reforcando essa hipdtese, uma estrutura semelhante
também foi identificada em Orthoptera e Plecoptera (Zhang et al., 1995; Schultheis et al.,
2002). Lewis et al. (1994), em trabalho realizado com D. melanogaster, também sugeriram
o envolvimento de um outro poli-T presente nessa espécie na replicacdo da outra fita do
DNAmt. Em estudo com espécies de Drosophila, Saito et al. (2005) mapearam
precisamente a origem de replicacio de ambas as fitas DNAmt adjacente a esses poli-Ts,
confirmando o envolvimento dessas estruturas com atividades funcionais no genoma
mitocondrial. A caracterizagdo da RC na familia Calliphoridae indica a mesma estrutura da
RC, estando os poli- Ts presentes nos BSCs I e VIII. Dessa forma os dados sugerem que a
RC também esteja relacionada com a replicacio do DNAmt em Calliphoridae, estando suas
origens de replicagcdo possivelmente nos limites do dominio conservado.

Um segundo elemento conservado que remete a RC & atividades funcionais do
genoma mitocondrial sd3o as possiveis estruturas secunddrias cujas seqiliéncias estdo
delimitadas na Figura 3. Estruturas similares foram identificadas em Orthoptera,
Hymenoptera, Plecoptera, Phthiraptera bem como em outros grupos de Diptera (Clary and
Wolstenholme, 1987; Zhang et al., 1995; Schultheis, 2002; Lessinger et al., 2004; Covacin

et al., 2006; Oliveira, 2006). No entanto, apesar de sua relagdo com a replicagdo em
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Drosophila spp. ter sido questionada, ela pode ser funcional em grupos que ndo possuem

ambos os poli-Ts associados a replicacdo do DNAmt (Saito et al., 2005).

2.2. O dominio varidvel da RC

Diferentemente do observado para a outra porcdo da RC, o dominio varidvel
apresentou acentuadas diferencas de tamanho, sendo responsavel ndo s6 pela variacdo
encontrada na RC, mas do genoma mitocondrial como um todo. Apesar dessa
hipervariabilidade, um elemento conservado pode ser identificado (Figura 6). As ilhas de G
descritas também ja foram reportadas para espécies de Drosophila e da familia Muscidae, a
qual pertence a mesma superfamilia que Calliphoridae (Brehm et al., 2001; Oliveira, 2006).
Apesar de ndo terem sido associadas a motivos conservados nestes estudos, é possivel que
as ilhas de G sejam uma caracteristica da RC de dipteros.

A variagdo de tamanho e seqii€éncia apresentada por este dominio da RC inviabiliza
a sua utilizacdo para estudos filogenéticos, uma vez que o alinhamento das seqii€ncias é
comprometido e se restringe a espécies proximas (Brehm etz al., 2001). No entanto, esta
por¢cdao da RC possui potencial para identificacdo de espécies (Litjens et al., 2001) e para

estudos populacionais (Lyra et al., 2005).

2.3. A regido controle como hot spot para rearranjo mitocondrial

Dentro do dominio varidvel da RC, uma duplicacdo do tRNA™, que havia sido
reportada para as espécies C. albiceps, C. megacephala e C. putoria (Junqueira et al., 2004;
Lessinger et al., 2004), também foi identificada em outras duas espécies desse género — C.
rufifacies e C. bezziana — além de uma espécie de um género distinto, Ca. dubia. Um
segundo tipo de duplicacio foi identificado em P. regina, envolvendo nio sé o tRNA™ mas
também o tRNA®™ (Figura 5). O fato de somente os tRNAs duplicados serem idénticos s
suas cOpias “originais’, apresentando as mesmas substitui¢des, sugere que um mecanismo
que leve a homogeneizacdo das cOpias, como evolugdo em concerto, esteja atuando
somente nos tRNAs duplicados, mas ndo em suas regides flanqueadoras, explicando a
degeneracdo observada nestas seqiiéncias. Quanto 2 substituicdo observada no fRNA™ de P.

regina da Califérnia, esta pode ter ocorrido num evento recente, o que ndo teria
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possibilitado a homogeneizagdo, considerando que a cdpia “original” ndo possua essa
substituicao.

De acordo com filogenias baseadas em caracteres morfolgicos e moleculares
(Rognes, 1997; Wells and Sperling, 2001; Wallman et al., 2005), além dos resultados
obtidos neste trabalho (Figura 6), o género Chrysomya e Calliphora pertencem a duas
subfamilias distintas: Chrysomyinae e Calliphorinae, respectivamente. A subfamilia
Chrysomyinae também é formada pelos géneros Chloroprocta, Cochliomyia, Hemilucilia e
Phormia. No entanto, destes géneros, somente em P. regina foi identificada duplicagdo do
tRNA™, que ainda assim apresenta caracteristicas diferentes das descritas para o género
Chrysomya e para a espécie Ca. dubia, por incluir o gene para tRNA®". De acordo com
estes dados, é possivel que essas duplicagdes tenham ocorrido em trés eventos
independentes: (1) antes da diversificagdo do género Chrysomya, (2) na espécie P. regina e
(3) na espécie Ca. dubia. Dessa forma, € possivel que o dominio varidvel da RC atue como
um hot spot para rearranjo do genoma mitocondrial. Refor¢cando esta hipdtese, em estudo
recente com tré€s espécies da familia Muscidae (Stomoxys calcitrans, Musca domestica e
Haematobia irritans), a qual pertence a mesma superfamilia de Calliphoridae, a Oestroidea,
uma duplicacio similar envolvendo o tRNA™ foi identificada somente na espécie S.
calcitrans (Oliveira, 2006).

A regido localizada entre os genes duplicados e o gene srRNA (Figura 6) havia sido
designada como regido intergénica, devido a auséncia de similaridade dessa regido nas trés
espécies de Chrysomya estudadas com seqii€ncias disponiveis no GenBank (Junqueira et
al., 2004; Lessinger et al., 2004). No entanto, a comparacio desta regido com o final das
seqiiéncias obtidas do dominio varidvel de 15 espécies de califorideos, sugerem que essa
porcao trata-se de uma continua¢do do dominio variavel da RC.

O arranjo génico observado nessas espécies (uma duplica¢do inserida no dominio
varidvel) ndo pode ser explicado pelos modelos de rearranjo mitocondrial mais recorrentes:
(1) duplicacdo em tandem seguida de perda aleatéria de uma das cdpias, que pode produzir
duas copias de uma regido, mas que serdo necessariamente adjacentes (Moritz et al., 1987);
(2) recombinacao homdloga, que ndo altera o arranjo original dos genes (Tsukarnoto and
Ikeda, 1998; Rokas et al., 2003); (3) recombinacdo intramolecular, a qual ndo resulta em

duplicacdo génica (Lunt and Hyman, 1997). Os dados sugerem novas evidéncias para
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recombinacdo ilegitima entre moléculas de DNAmt (Shao et al, 2005). Este modelo
baseia-se na presenca de dois genomas mitocondriais, em que um fragmento dupla-fita de
uma das moléculas desliga-se de sua molécula original e se insere na outra, produzindo um
novo arranjo génico contendo seqiiéncias duplicadas e separadas. Uma vez que a
duplicacdo em P. regina, Ca. dubia e nas espécies de Chrysomya ocorrem numa mesma
regido do genoma, o local de inser¢ao do fragmento excisado poderia ser uma regido de
maior susceptibilidade (hot spot) do genoma mitocondrial para rearranjos, neste caso, O
dominio varidvel da RC.

O fato do fragmento duplicado sempre envolver o cluster de tRNAs formado por
IRNAM“ tRNA" e tRNA™, que precede a RC, pode estar relacionado com a origem de
replicacdo da fita major (fita que codifica a maior parte dos genes mitocondriais, segundo
definicao de Simon et al., 1994), como também proposto para a duplicacdo observada em
Stomoxys calcitrans (Oliveira, 2006). Segundo Saito et al. (2005), a origem de replicacdo
dessa fita do DNAmt estd localizada na RC, adjacente a0 tRNA™ e a um poli-T. Esta
organizac¢do também € observada em Calliphoridae e, dessa forma, a RC também pode estar
envolvida com a origem de replicacdo do genoma mitocondrial nesta familia.

De acordo com o modelo de replicagdo assimétrica do DNAmt, representado na
Figura 9A, a sintese da fita major é iniciada quando 97% da sintese da fita minor estd
completa (Goddard and Wolstenholme, 1980). Esse arranjo deixa a fita minor — que serve
de fita-molde para a replicagdo da major — na forma simples-fita por um longo periodo.
Considerando que tRNAs sao conhecidos por formarem estruturas secundarias (Macey et
al., 1997), se durante o periodo em que a fita minor encontra-se despareada, uma estrutura
secundédria € formada por algum dos genes tRNAs adjacentes a origem de replicacdo, a
sintese da nova fita pode ser interrompida, sendo clivado o pequeno fragmento ja replicado
(Figura 9B). Dessa forma, os dois tipos de duplicacdo génica observados nestas espécies de
califorideos podem ser explicados de acordo com a localizagdo da estrutura secundaria que
se formaria enquanto a fita minor encontra-se despareada. Se uma estrutura secundéria é
formada pelo tfRNA“", o fragmento excisado conteria parte do dominio conservado da RC e

do tRNA™, e a seqiiéncia completa do tRNA""

, como ocorre para Ca. dubia e Chrysomya
spp. No entanto, se a estrutura secundéria envolve o tRNAM“ o fragmento replicado e

excisado conteria o inicio da regido controle, as seqiiéncias completas dos tRNA®" e
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M”, como observado em P. regina. Em ambos os

tRNA™ além da seqiiéncia parcial do tRNA
casos, o fragmento excisado poderia, entdo, ser inserido numa regido susceptivel a eventos
de rearranjo gendmico, neste caso, o dominio varidvel da regido controle. No entanto,

evidéncias bioquimicas devem ser levadas em consideragdo e futuramente investigadas para

a confirmacdo deste modelo de duplicacgao.

S =- ~

e

Figura 9. A. Modelo de replicacdo assimétrica do DNAmt, em que o inicio se dd pela fita minor, ocorrendo
unidirecionalmente, sendo a sintese da fita major iniciada quando 97% da fita minor foi sintetizada, deixando
a fita minor na forma simples-fita por um longo periodo (adaptado de Goddard and Wolstenholme, 1980). B.
Envolvimento do cluster de tRNAs com a duplicagdo génica, pela formacdo de uma estrutura secunddria pela
fita minor enquanto esta se encontra na forma simples-fita. Essa estrutura poderia interromper a replica¢do do
DNAmt, e o fragmento replicado seria clivado, podendo ser inserido numa regido de hot spot. Oy e O

representam as origens de replicacdo das fitas minor e major, respectivamente; a linha pontilhada denota a

nova fita sintetizada.
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3. Perspectivas filogenéticas na familia Calliphoridae utilizando a RC

Ambos os métodos utilizados para reconstrucao filogenética agruparam os
individuos de mesma espécie com alto suporte nos ramos, mostrando eficdcia na distin¢ao
entre espécies. Espécies consideradas morfologicamente similares também puderam ser
distinguidas: C. albiceps e C. rufifacies, as quais ja foram consideradas como sendo uma
unica espécie, sendo diferenciadas por caracteres morfoldgicos pela presenca de uma cerda
pré-episternal nos adultos e espinhos nos tubérculos das larvas, sendo essas diferencas
pequenas e passiveis de variagdes entre individuos (Wells and Sperling, 1999). A separacao
dos clados formados pelos géneros Phormia + Protophormia e Chrysomya mostrou suporte
moderado de bootstrap na MP. Os resultados obtidos, indicando esses dois clados como
grupos-irmdos, corroboram a andlise feita por Wells and Sperling (2001) com os genes
coxl, cox2 e tRNA¥".

As trés subfamilias estudadas — Chrysomyinae, Luciliinae e Calliphorinae —
mostraram-se monofiléticas, de acordo com estudos com caracteres morfolégicos (Rognes,
1997) e moleculares (Stevens, 2003; Wallman et al., 2005). As relagdes obtidas neste
trabalho indicam Calliphorinae como grupo-irmao de Luciliinae. Estes dados confirmam os
resultados obtidos em estudos realizados com marcador ribossomal nuclear 28S (Stevens,
2003) e com coxl, cox2, nd4 e nd4L (Wallman et al., 2005). No entanto, mostram-se
divergentes dos resultados apresentados pelos dados morfolégicos de Rognes (1997), os
quais sugerem que Calliphorinae € o grupo irmdo de Chrysomyinae. Dessa forma, de
acordo com os caracteres moleculares, os critérios morfolégicos utilizados para o
estabelecimento da relagdo entre estas duas subfamilias de Calliphoridae deveriam ser
revistos.

Com relacdo aos géneros Neotropicais Hemilucilia, Cochliomyia e Chloroprocta, os
dados sugerem que Chloroprocta é grupo-irmao do clado formado por Cochliomyia +
Hemilucilia. Este trabalho foi o primeiro a utilizar caracteres moleculares de espécies dos
géneros Hemilucilia e Chloroprocta, mas dados combinados com caracteres morfolégicos
ainda s3o necessarios para uma inferéncia mais concreta da relagdo entre esses géneros
neotropicais. Como exemplificado na Tabela 5, a variacdo observada entre espécies de
mesmo géneros pode apresentar maior variacdo do que a observada entre espécies de

géneros distintos. Isto pode ser conseqiiéncia da taxa de substitui¢do acelerada desta regido
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do genoma mitocondrial e do viés apresentado para A+T (Tabela 3). Neste sentido, a
inferéncia de relagdes evolutivas mais antigas pode ser prejudicada.

As divergéncias apresentadas pelas seqiiéncias de RC na andlise da Tabela 5
mostraram-se superiores das obtidas com outros marcadores mitocondriais. Enquanto Wells
and Sperling (2001) obtiveram divergéncia média proxima de 3% entre as espécies C.
albiceps e C. rufifacies utilizando seqiiéncias completas de cox2, tRNA*" e cox1, para estas
mesmas espécies, o valor obtido com o dominio conservado da RC foi 6,8%. Entre as
espécies Ca. vicina e Ca. vomitoria, Ames et al. (2006) obtiveram uma divergéncia média
de 4% utilizando 523 pb da regido central de cox/, enquanto a RC por sua vez apresentou
9.4% de divergéncia; Harvey et al. (2003), analisando a regido central e 3’ de coxl,
obtiveram uma divergéncia entre L. sericata e Chrysomya spp. entre 8,2% e 10,7%,
enquanto a RC apresentou uma variagao entre 17,7% e 22,0%. Enquanto essa caracteristica
mostra-se interessante para a identificacdo de espécies e estudo com taxa com divergéncia
recente, a elevada taxa de substitui¢do nucleotidica apresentada pela RC pode comprometer
a andlises efetuadas com faxa mais basais. Dessa forma, a combinacdo de dados entre
marcadores moleculares com diferentes caracteristicas de evolucdo pode ser uma
alternativa interessante para resolver os problemas encontrados durante a reconstrucdo
filogenética de Calliphoridae. Estudos recentes tém ressaltado importancia de se utilizar
informacdes filogenéticas provenientes de diferentes fontes, sendo enfatizada por estudos
que apontam as limitagdes dos marcadores utilizados individualmente na reconstrugdo
filogenética (Cao et al., 1994; Baker and DeSalle, 1997; Baker et al., 2001). Neste
contexto, uma das perspectivas deste trabalho serd a de avaliar a utilizacdo de marcadores
moleculares mais conservados — como genes ribossomais nucleares ou codificadores de
proteinas nucleares — juntamente com marcadores que apresentam uma maior taxa de
evolucdo, tais como o dominio conservado da RC, para elucidar questdes que ainda

persistem sobre a evolucdo das moscas causadoras de miiases.
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Conclusoes

e A padronizacdo da amplificacdo e a construcdo de novos oligonucleotideos para o
acesso eficiente as informagdes genéticas da regido controle do DNAmt
possibilitaram o seu seqilienciamento e caracterizacdo, sendo uma importante
contribuicdo para estudos sobre evolucdo e estrutura dessa regido do genoma

mitocondrial na familia Calliphoridae e em outros insetos.

® A regido controle mostrou ser um marcador molecular com caracteristicas distintas,
dependendo da regiao considerada: o dominio conservado apresentou potencial para
estudos filogenéticos de taxa com divergéncia recente, bem como para a
identificacdo espécie-especifica; o dominio varidvel, por sua vez, pode ser adequado
como marcador molecular para estudos de genética de populacdes e caracterizacao

de polimorfismo.

¢ FElementos estruturais conservados, identificados na regido controle das espécies
estudadas de Calliphoridae, encontram-se presentes em diferentes grupos de Insecta,

sugerindo a relacdo dessa regido com a replicacdo do genoma mitocondrial.

e A andlise das duplicagdes dos tRNAs, que foram identificadas em trés géneros da
familia Calliphoridae, apresentaram o mesmo padrdo de ocorréncia, € sugerem que
o dominio varidvel da regido controle possa atuar como hot spot para eventos de

rearranjo mitocondrial.

e A andlise filogenética conduzida com a RC da suporte a formacdo de um clado
contendo as espécies Neotropicais e também a monofilia das subfamilias
Chrysomyinae, Calliphorinae e Luciliinae, apontando estas duas tultimas como
grupos-irmaos, corroborando andlises prévias realizadas com outros marcadores

moleculares.
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Manuscrito Anexo - Duarte, GT, Junqueira ACM, and Azeredo-Espin, AML.
“Characterization of the control region of the mitochondrial DNA in myiasis-causing flies
(Diptera: Calliphoridae) and its role as a hot spot for the mitochondrial genome

rearrange ment”. Submetido para publicag@o.

Resumo

A familia Calliphoridae é formada por moscas causadoras de mifases, incluindo
espécies de importancia econdmica, forense e médica. Entretanto, conflitos taxond6micos
ainda permeiam a identificacdo de algumas de suas espécies, principalmente durante os
estagios larvais, e continuam representando um obstaculo para a entomologia forense e para
programas de erradicacdo de espécies. Neste trabalho, seqiiéncias completas da regido
controle do DNA mitocondrial de 15 espécies de califorideos foram analisadas. A regido
controle apresentou um alto viés para adeninas e timinas, € uma variacdo de tamanho de
854pb até 2018pb, além de apresentar variagdes de seqii€éncia e tamanho intraespecificas.
Dois dominios foram identificados na regido controle: um conservado, com a presencga de
blocos de seqiiéncia conservados e elementos também identificados em outros grupos de
Insecta, que podem conter as origens de replicacdo de ambas as fitas do DNAmt; e um
dominio varidvel tanto em tamanho quanto em seqiiéncia. Dentro do dominio varidvel, uma
duplicagdo do gene tRNA™ previamente reportada para trés espécies de Chrysomya também
foram identificadas em outras duas espécies desse género, além de outras duas espécies de
géneros distintos. As similaridades de organizacao e estruturais sugerem convergéncia entre
as espécies, com o dominio varidvel atuando como um hot spot para rearranjos e
recombinagdes mitocondriais, eventos que talvez nao sejam tdo raros quanto imaginados

para este grupo.

Palavras-chave: DNA mitocondrial, regido rica em A+T, ordem génica, duplica¢do génica,

recombinacdo ilegitima, Insecta.
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Abstract

The family Calliphoridae consists of myiasis-causing flies, including species of economic,
forensic and medical importance. However, taxonomic controversies related to the
identification of some calliphorid species, particularly in the larval stages, continue to be an
obstacle for forensic entomology and species eradication programs. In this work, complete
control region (CR) of mitochondrial DNA sequences from 15 calliphorid species were
analyzed. The CR had a high content of A and T and varied in length from 854 bp to 2018
bp, and also showed intraspecific variations in sequence and length. Two major CR
domains were identified: one was a conserved domain containing conserved sequence
blocks and features identified in other groups of Insecta that may contain the origins of
replication for both mitochondrial DNA strands, and the other was a domain of variable
sequence and length. Within the variable domain, duplication of the fRNA™ gene
previously reported for three Chrysomya species was identified in two more species of this
genus and in two species from two other genera. The structural and organizational
similarities observed here indicate convergence among species, with the variable domain
acting as a hot spot for mitochondrial rearrangements and recombination, both of which

may not be as rare as previously thought in this group.
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1. Introduction

Metazoan mitochondrial DNA (mtDNA) has been used for evolutionary studies
involving population structure and phylogeography (Stevens and Wall, 1997; Hall et al,
2001; Schultheis et al., 2002; Froufe et al., 2005), species identification (Litjens et al.,
2001; Wells and Sperling, 2001; Schroeder et al., 2003; Harvey et al., 2003; Chen et al.,
2004), and phylogenetics (Moore, 1995; Flook et al., 1999; Caterino et al., 2000; Baker et
al, 2001; Froufe et al., 2005; Tang et al., 2006). The simple genetic structure of mtDNA,
which lacks introns, its predominantly maternal inheritance and its higher rate of nucleotide
substitution compared to nuclear DNA (Avise et al., 1987; Moore, 1995) are some of the
features that make mtDNA a valuable source of genotypic characters. The high copy
number of mtDNA enhances access to genetic information through PCR amplification and
is also a useful feature for forensic analyses and for studies with preserved specimens from
museum and entomological collections since it minimizes the loss of DNA through
fragmentation caused by the oxidative and hydrolytic damage that normally occurs after
death (Pdabo, 1989; Junqueira et al., 2002; Parson et al, 2004). Although recombination in
mitochondrial genomes was believed to be a rare event, there is evidence indicating that it
may be more common than originally believed (Lunt and Hyman, 1997; Shao et al., 2005).

The typical animal mtDNA is a circular, double-stranded 16-20 kb molecule that
generally contains 13 protein-coding genes, two genes for subunits of ribosomal RNA
(rRNA) and 22 transfer RNA (tRNA) genes. The products of these genes, together with
nuclear proteins and RNAs, provides the machinery for mitochondrial replication,
transcription, mRNA processing and protein translation (Boore, 1999). The major non-
coding region of mtDNA is known as the control region (CR). In insects, the presence of

conserved sequence blocks (Zhang and Hewitt, 1997) and secondary structure (Inohira et
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al., 1997), as well as data from ligation- mediated PCR (Saito et al., 2005) and electron
microscopy (Goddard and Wolstenholme, 1980) studies indicate that the CR is related to
the transcription and replication of the mitochondrial genome, as it is for vertebrates
(Shadel and Clayton, 1997) and crustaceans (Carrodeguas and Vallejo, 1997).

According to Zhang and Hewitt (1997), the CR shows two patterns of organization
among insects. In fruit flies (Zhang and Hewitt, 1997) and blowflies (Lessinger and
Azeredo-Espin, 2000; Junqueira et al., 2004; Lessinger et al., 2004), the CR has two
distinct domains: a conserved domain with conserved sequence blocks (CSBs) that harbors
the putative origin of replication, and a variable domain that varies markedly in sequence
and length. Both of these domains may contain [A]n[T]n tandem repeats. In contrast, in
butterflies, moths, stoneflies, grasshoppers, locusts and mosquitoes, the CR cannot be
divided according to distinct domains, although it may contain tandem sequence repeats
and conserved sequence blocks dispersed throughout its length (Zhang and Hewitt, 1997;
Schultheis et al., 2002; Vila and Bjorklund, 2004).

The family Calliphoridae is well known for its economic, medical, sanitary and
forensic importance (Baumgartner and Greenberg, 1984; Amendt et al., 2004; Azeredo-
Espin and Lessinger, 2006). This family includes myiasis-causing flies (blowflies) that
have a wide geographic distribution and synantropic habit. Myiases are infestations on
living vertebrates caused by dipteran larvae that feed on the host’s dead or living tissue,
body substances or ingested food (Zumpt, 1965). Calliphorid flies are among the first
insects to colonize corpses, and are therefore important for estimating the time of death in
forensic science (Amendt et al., 2004). The economic significance of the Calliphoridae

resides in the losses these flies cause in livestock production (Hall and Wall, 1995).
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Despite their general importance to man, taxonomic controversies still surround the
identification of some calliphorid species, particularly in the larval stage, mainly because of
the lack of diagnostic morphological traits and the ecological similarities among species.
This situation is complicated further by the occurrence of polymorphisms (Tantawi and
Greenberg, 1993). Together, these factors represent an important obstacle in forensic
entomology and species eradication programs (Figarola et al., 2001; Harvey et al., 2003;
Lyra et al., 2005).

Technical difficulties in amplifying and sequencing the CR and the belief that its
high substitution rate made this region unsuitable for evolutionary studies meant that the
use of the CR as a molecular marker was neglected for a long time. However, in recent
years, several reports have demonstrated the potential usefulness of the CR for populational
and phylogenetic studies of closely-related taxa (Lessinger and Azeredo-Espin, 2000;
Brehm et al., 2001; Schultheis et al., 2002; Mardulyn et al., 2003; Vila and Bjorklund,
2004; Lyra et al., 2005; Tang et al., 2006).

In this work, we studied the two recognized domains of the CR in seven calliphorid
genera and assessed the potential usefulness of this region as a molecular marker for
evolutionary studies. A tRNA duplication previously reported for three Chrysomya species
(Lessinger et al., 2004; Junqueira et al., 2004) was also identified in another two species of
the same genus and in other two species from two different genera. The mitochondrial gene
arrangement of these species could not be explained by current models, namely, (1) tandem
duplication followed by random loss caused by deletion (Moritz et al., 1987), (2)
homologus recombination (Tsukarnoto and Ikeda, 1998; Rokas et al., 2003) and (3)
intramolecular recombination (Lunt and Hyman, 1997). Our results provide new evidence

for illegitimate inter-mtDNA recombination, initially described by Shao et al. (2005) and
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also suggest that the variable domain of the CR may be a hot spot for rearrangements of the
mtDNA genome.

In addition, we also studied the CSBs previously reported for calliphorid species
(Lessinger and Azeredo-Espin, 2000; Lessinger et al., 2004) and predicted conserved
secondary structures in the CR that could be involved in the recognition and regulation of
mtDNA transcription and replication. This report extends previous work on the CR of the
Calliphoridae, and is the most comprehensive comparative study of myiasis-causing flies

done so far.

2. Materials and Methods
2.1. Samples

Adult flies of Chloroprocta idioidea were collected in Mogi Guagu and specimens
of Hemilucilia semidiaphana were collected in Sdo Jodo da Boa Vista (both in Sao Paulo
State, Brazil) and stored at -70°C. Ethanol-preserved adults of Chrysomya bezziana,
Chrysomya megacephala, Chrysomya rufifacies, Calliphora dubia, Calliphora vomitoria,
Hemilucilia flaviascies, Hemilucilia segmentaria, Lucilia eximia, Lucilia sericata and
Phormia regina were provided by various collaborators. Table 1 lists the sampling

locations, collection dates, preservation methods and GenBank accession numbers.
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Table 1. Sampling localities, fixation methods and amplified fragments in the calliphorid species studied.

Species Locality Collection  Preservation  Accession Reference
date number
Chrysomya albiceps ® Brazil (Rio de Janeiro) - - AY220131  Lessinger etal. (2004)
Chrysomya bezziana ™ Malaysia (Kluang) Sep 2003 Alcohol EF423877  This work
Chrysomya bezziana® Malaysia (Kluang) Sep 2003 Alcohol EF423876  This work
Chrysomya megacephala®  Australia (Perth) Dec 2003 Alcohol EF423880  This work
Chrysomya megacephala®  Brazil (Sdo Paulo) - Frozen -70°C  AF151386  Lessinger and Azeredo-Espin (2000)
Chrysomya putoria ® Brazil (Séao Paulo) - Fresh AF352790  Junqueira et al. (2004)
Chrysomya rufifacies * Australia (Perth) Dec 2003 Alcohol EF423881  This work
Chrysomya rufifacies* Australia (Perth) Dec 2003 Alcohol EF423884  This work
Chrysomya rufifacies * USA (Texas) Jun 1993 Dried EF423882  This work
Chrysomya rufifacies® Australia (Perth) Dec 2003 Alcohol EF423883  This work
Calliphora dubia ™ Australia (Perth) Dec 2003 Alcohol EF423878 This work
Calliphora vomitoria *® England (London) Apr 2004 Alcohol EF423885  This work
Chloroprocta idioidea * Brazil (Sao Paulo) Apr 2004 Fresh EF423879  This work
Cochliomyia hominivorax ¢  Brazil (Minas Gerais) - Frozen -70°C  AF151382 Lessinger and Azeredo-Espin (2000)
Cochliomyia macellaria & Brazil (Amazonas) - Frozen -70°C  AF151384 Lessinger and Azeredo-Espin (2000)
Hemilucilia flavifacies *° Brazil (R. Grande do Sul) Jun 1994 Alcohol EF423886  This work
Hemilucilia segmentaria * Brazil (Sao Paulo) Apr 2001 Frozen -20°C  EF423887 This work
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Hemilucilia semidiaphana *®  Brazil (Sio Paulo)

Lucilia eximia ®® Brazil (R. Grande do Sul)
Lucilia sericata ™ France (South)

Phormia regina * USA (West Virginia)
Phormia regina ° USA (California)

Apr 2002
Jun 1994
Apr 2004
Apr 2004
Jul 1997

Fresh

Alcohol
Alcohol
Alcohol
Alcohol

EF423888
EF423889
EF423890
EF423892
EF423891

This work

This work

This work

This work

This work

Note. * Amplicon A sequenced
b Amplicon B sequenced
¢ GenBank sample

- No data available (GenBank sequence)
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2.2. DNA Extraction and PCR Amplification

DNA from fresh and frozen flies was extracted using the phenol/chloroform
method, as described by Infante Vargas and Azeredo-Espin (1995). Total DNA was
extracted from dried/pinned or alcohokpreserved specimens using DNAzol® (Invitrogen)
since this reagent was the most efficient method for recovering DNA from preserved
specimens, as described by Junqueira et al. (2002).

The CR was amplified using the nested PCR strategy with two sets of primers in
two distinct reactions for amplicons A and B, as shown on Figure 1. An initial reaction was
done with the primers C1-N-1560 and SR-J-14612 (Simon et al., 1994). The products of
this amplification were used as templates for the nested PCR in which the second reaction
was done with the primers TM-N-193 (Simon et al., 1994) and CMegAR (Lessinger et al.,
2004) to obtain amplicon A, or with the primers CMegA (Lessinger et al, 2004) and SR-J-
14941 (Oliveira et al., 2006) to obtain amplicon B. The initial reaction consisted of
denaturation at 94°C for 3 min and followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 1 min,
annealing at 40°C for 1 min and extension at 60°C for 2 min. The reaction was terminated
by a final elongation at 60°C for 10 min. The nested PCR reactions were done identically,
except that the annealing temperature was 45°C.

Amplicon A of Ch. idioidea could not be obtained with the primer CMegAR. A new
primer (CR-B-VII) to amplify this region was designed based on the sequences obtained
from amplicon B. This primer, combined with TM-N-193, recovered a sequence that
overlapped with amplicon B by 130 bp, thus allowing complete determination of the CR
sequence. A similar approach was also used for Ca. dubia. The large size of the variable

domain of Ca. dubia meant that a new primer combination was necessary to recover its
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complete sequence. A primer designated Cadu was therefore designed based on the
recovered partial sequence of amplicon B of Ca. dubia (see Figure 3B for primer location)
and used with CR-B-VII-R, which is the reverse complement of CR-B-VII shifted 2 bp
upstream. Table 2 lists the primers used in this work.

The final reagent concentrations for all reactions were: 20 mM Tris-HCI (pH 8.4),
50 mM KCl, 1.25 U of Tag DNA polymerase (Invitrogen), 1.5 mM MgCb, 500 nM of each
primer, 200 uM of each dNTP, and ~100 ng of DNA. The amplicons were separated by
electrophoresis on 1.0% agarose gels using TAE 1X buffer (40 mM Tris-acetate, pH 8.0, 1

mM EDTA) and the products visualized under UV light in the presence of ethidium

bromide.
B amplicon
+ ¥
CMegh  CR-B-VII-R SR-J-14941
e
L. /L
Co. hominivorax coxl1|¥[Clw] nadz // Q[T SrRNA
I
N L o d
C1-N-1560 TM-N-193 CMegAR  CR-B-VII Cadu* SR-J-14612
1 1
A amplicon |_|

0.2kb

Figure 1. General organization of the CR and primer annealing sites for PCR amplification.
The nad2 gene is partially represented. The dark and light colored boxes represent the
conserved and variable domains, respectively. tRNAs are denoted as Y (tRNA™"), C
(tRNA®®), W (tRNA"), M (tRNAM*"), Q (tRNA®"™) and I ({RNA"*). Amplicon A includes the
partial sequence of tRNAM“, complete sequences of tRNA®™ and tRNA™, and partial
sequence of the conserved domain, whereas amplicon B comprises the entire variable
domain and approximately 200 bp of the conserved domain. CR-B-VII was used for Ch.
idioidea and Ca. dubia while CR-B-VII-R was combined with Cadu exclusively for Ca.
dubia. This later primer was designed exclusively for Ca. dubia and is marked with an

asterisk indicating the position relative to the end of the CR.
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Table 2. Primers used for PCR amplification of the control region.

Primer Sequence Source Annealing region
C1-N-1560 5~ TGTTCCTACTATTCCGGCTCA —-3° Simon et al. (1994) coxl

SR-J-14612 5= AGGGTATCTAATCCTAGTTT-3>  Simon et al. (1994) srRNA

TM-N-193 5= TGGGGTATGAACCCAGTAGC -3° Simon et al. (1994) tRNAM!

CR-B-VII 5’-TTTTATATTGAAGCGTCG -3’ This work CR conserved domain
CR-B-VII-R  5-TTGCACGGTTCAATATAA -3’ This work CR conserved domain
CMegAR 5'— AATCCAGTTAAGAATATCAT -3°  Lessinger et al (2004) CR conserved domain
CMegA 5’—- ATGATATTCTTAACTGGATT -3  Lessinger et al (2004) CR conserved domain
Cadu 5" = TTGGTAAATCCTACTGT -3’ This work CR variable domain
SR-J-14941 5 — AGCCAAAATAAAACTTTA -3’ Oliveira et al. (2006) srRNA
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2.3. Cloning and Sequencing

The PCR products were purified by dialysis using 0.05 wm Millipore filters and TE
buffer (Tris-HC1 1 M, pH 7.4, EDTA 0.5 M). The products were ligated into a pCR2. 1%-
TOPO® vector (Invitrogen TOPO® — TA Cloning kit), according to the manufacturer’s
instructions, followed by chemical transformation in E. coli TOP10 competent cells
(Sambrook et al., 1989). Positive clones were sequenced automatically on a Perkin Elmer-
ABI Prism 377 sequencer using a Big Dye™™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction kit (ABI PrismTM, Perkin Elmer), according to the manufacturer’s instructions.

The sequences were confirmed by sequencing at least three clones of each specimen.

2.4. Sequence Analysis

The chromatograms were analyzed and edited with the software Chromas 2.21
(Technelysium Pty Ltd). Multiple alignments were done using the ClustalW algorithm
(Thompson et al., 1994) on MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004) with gap penalties reduced to
12 because of differences in sequence length. Manual adjustments were done when
necessary. Inferences about the secondary structure of the tRNAs were made using tRNA-
ScanSE v. 1.21 (Lowe and Eddy, 1997). The nucleotide diversity across the conserved
domain in the aligned sequences was computed by the sliding window method with DnaSP
4.0 (Rozas et al., 2003), using seven sites for the window length and step size, without gaps
in the length of the windows for better visualization. A putative stemloop structure of the
A+T-rich region and its folding energy were inferred with the Mfold web server version 3.1
using default parameters (Zuker, 2003). Repeats in the CR sequences were inferred with the

Dotlet web server (Junier and Pagni, 2000).
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CSBs were assigned based on the alignment of the 15 complete conserved domain
sequences of calliphorid species, according to the following criteria based on Lessinger and
Azeredo-Espin (2000): (1) a CSB should contain at least 15 sites, (2) the start of a CSB was
assigned based on the presence of similarity for at least four sites in 13 of the 15 species
studied and (3) the end of a CSB was considered after four variable consecutive sites in

more than two species.

3. Results and Discussion
3.1. Structural organization of the CR

The CR of mtDNA in the Calliphoridae was flanked by srRNA and fRNA™ genes
(Figure 1) and varied in length (excluding the CMegA/CMegAR primer position) from 854
bp in C. megacephala to 1905 bp in Ca. dubia (Table 3). The nucleotide composition
showed a high content of A and T that varied from 86.0% in Ch. idioidea to 91.6% in Co.
hominivorax (Table 3). A high A+T content in the CR has been widely described for
insects (Zhang and Hewitt, 1997; Lessinger and Azeredo-Espin, 2000; Lessinger et al.,
2000; Mardulyn et al., 2003; Shao and Barker, 2003; Junqueira et al., 2004; Vila and
Bjorklund., 2004; Covacin et al., 2006) and may be related to a role in energy-dependent
processes during replication of the mitochondrial genome (Clary and Wolstenholme, 1985).
Hence, although the CR is a non-coding region, nucleotide substitutions may not occur
randomly, a conclusion supported by the suggestion of directional mutation pressure for the
A+T composition in insect mtDNA (Jermiin et al., 1994).

Duplications or tandem repeats are associated with replication errors caused by
replication slippage and are therefore related to variations in CR length (Zhang and Hewitt,

1997), as also observed in the calliphorid species analyzed here.
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Table 3. Variation in the length of the control region in calliphorid species. There was a
clear bias towards a high content of A+T, as commonly described in insects. C. rufifacies 1

and 2 correspond species from Australia and the USA, respectively.

Species CR (bp) Domain A (bp) Domain B (bp) A+T (%)
C. bezziana 855 574 281 90.5
C. megacephala 854 576 278 90.8
C. putoria 888 582 306 90.4
C. rufifacies 1 988 562 426 90.4
C. rufifacies 2 1026 556 470 88.6
C. albiceps 1008 542 466 91.3
L. sericata 1103 565 538 90.3
P. regina 869 570 229 90.9
Co. hominivorax 1158 619 539 91.6
H. semidiaphana 1171 612 559 86.9
H. flavifascies 1180 615 565 86.6
Co. macellaria 1206 617 589 87.1
L. eximia 1247 568 679 91.0
Ch. idioidea 1234 666 568 86.0
Ca. vomitoria 1303 595 708 90.8
Ca. dubia 1905 600 1305 90.7

3.1.1. Conserved domain of the CR

The conserved domain varied in length from 542 bp in C. albiceps to 666 bp in Ch.
idioidea (Table 3), with A <> T substitutions accounting for 63.4% of the total
substitutions; transversions predominated over transitions (Ts/Tv = 0.2839), which
corroborated the high content of these two nucleotides in the CR.

Despite this size variation, alignment of domain A of the CR revealed the presence

of eight CSBs (Figure 2) that corresponded to 370 sites. The criteria used to assemble the
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CSBs were supported by the estimate of nucleotide diversity (data not shown). The
conserved domain had a mean nucleotide diversity of 0.17308 (range: O - 0.53741) and, as
expected, the CSBs coincided with regions of lower diversity.

CSB I spanned a T-stretch, also present upstream of fRNA™ in Drosophila spp.,
Orthoptera and Plecoptera (Clary and Wolstenholme, 1987; Zhang et al., 1995; Brehm et
al, 2001; Schultheis et al., 2002). This structure may participate in the regulation of
transcription through protein-DNA interactions (Clary and Wolstenholme, 1987), and its
conservation among different groups is evidence for such a functional role (Lewis et al.,
1994; Zhang et al., 1995; Schultheis et al., 2002). Indeed, the origin of replication for the
major coding strand in mitochondria was mapped downstream of this T-stretch in
Drosophila spp. indicating that it may also participate in such regulation (Saito et al.,
2005). This motif varied in size from 15 bp in L. eximia and Co. macellaria to 23 bp in Co.
hominivorax, in addition to intraspecific size variation.

CSB 1I and IIT were the shortest blocks (21 bp and 17 bp respectively) and preceded
the most variable region of the conserved domain that was located between CSBs III and
IV; this variable region ranged in length from 28 bp in C. albiceps to 98 bp in Ch. idioidea,
which made its alignment difficult. CSB IV and V contained a purine-pyrimidine [TA(A)]n
tandem repeat that has also been reported between the T-stretch and the conserved
secondary structure in Lepidoptera (Taylor et al., 1993), Orthoptera and Coleoptera (Zhang
and Hewitt, 1997) and Plecoptera (Schultheis et al., 2002). Like the A and T stretches,
tandem repeats also showed inter- and intraspecific variation, e.g. C. rufifacies, the samples
of which showed 8, 9 and 10 purine-pyrimidine repeats in CSB IV.

CSB VI was the largest block, with 152 bp. This block contained the annealing sites

for the primers CMegA/CMegAR. A conserved stem-loop structure that has been
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associated with the origin of replication for the major strand of mtDNA in Diptera,
Orthoptera, Hymenoptera, Plecoptera and Phthiraptera (Clary and Wolstenholme, 1987;
Zhang et al.,, 1995; Schultheis et al, 2002; Lessinger et al., 2004; Covacin et al., 2006) was
also inferred for the Calliphoridae and was located at the end of CSB VI and beginning of
CSB VII. However, sequence variations meant that this stem-loop structure extended
beyond these two CSBs. The structure of the putative stem-loop has been found to be
conserved among all of these insect groups, and although its function as the recognition site
for mtDNA primase in Drosophila spp. has been questioned, it may be related to the
replication of the mtDNA in species which lack the T-strech (Saito et al., 2005). This
finding agrees with the proposal that structural elements in the CR, rather than just the
primary sequences, are conserved among insects (Zhang and Hewitt, 1997; Schultheis et
al., 2002). Additional functional evidence for the stem+loop structure was the occurrence of
compensatory mutations, also identified in C. albiceps and C. putoria (Lessinger et al.,
2004).

CSB VII contains the sites used to design the primers CR-B-VII and CR-B-VII-R.
An additional region of marked variation in sequence and length was located between the
last two blocks, CSB VII and CSB VIII. CSB VIII was an A-stretch that ranged in size
from 16 bp in H. semidiaphana and L. eximia to 26 bp in C. rufifacies, and marked the end
of the conserved domain. The T-stretch in the complementary strand has also been

suggested to have a role in the replication of the minor coding strand of mtDNA (Lewis et

al., 1994; Saito et al., 2005).
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Figure 2. Alignment of the conserved domain sequences. Dots indicate nucleotide
identities with the sequence of Co. macellaria; letters indicate substitutions and dashes
represent gaps. C. rufifacies 1 and 2 represent species from Australia and the USA,
respectively. CSB I to CSB VIII are denoted below the sequences. The annealing sites for
the primers CMegA/CMegAR and CR-B-VII/CR-B-VII-R are indicated above their
respective sequences. The dashed brackets delimit the sequence of the putative stem-loop
structure inferred with Mfold and associated with the origin of replication for the L-strand

of mtDNA.

Despite the inter-individual variation in length within the same species, a
relationship between the CR and replication and transcription is still plausible because of
the conserved features reported here and for insect groups such as Thysanoptera, Plecoptera
and Lepidoptera (Shao and Barker, 2003; Schultheis et al., 2002; Vila and Bjorklund,
2004).

Short tandem repeats, A/T-stretches and the regions of high variability between
CSBs III and IV and CSBs VII and VIII are the main features responsible for variation in
the length of the conserved domain. However, although the alignment of some regions of
this domain was not trivial, the presence of conserved and variable sequences in the same
marker may provide an interesting starting point for studying the relationship of recently

diverged taxa and for population genetics.

3.1.2. Variable domain of the CR
A remarkable characteristic of this domain was its marked variation in sequence and

length, with the latter ranging from 229 bp in P. regina to 1305 bp in Ca. dubia (Table 3).
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This region was the main portion responsible not only for the variation in CR length among
species but also for the mitochondrial genome in general. Large repeated fragments were
the main cause of this variability, along with tandem repeats and nucleotide indels. Since
the origin of replication of the minor coding strand in Drosophila maps near a T-strech
(Saito et al., 2005) that is also present in the Calliphoridae and marks the end of the
conserved domain, the tandem repeats seen in the variable domain can be explained by
slipped-strand mispairing (Moritz et al., 1987) during replication of this strand. In addition,
the variable domains may also act as a hot spot for gene rearrangements, resulting in
changes in length, as discussed in section 3.3.

An interesting feature of this hypervariable region was a conserved 19 bp motif that
was always preceded by stretches of 4-7 Gs adjacent to the motif (e.g. C. bezziana) or only
a few base pairs away, e.g. 41 bp in P. regina. This pattern was present in all of the
calliphorid species analyzed and will be referred to here as the conserved element of the
variable domain (Figure 3A). Additional “G islands” may be located some distance from
the conserved motif, with their number and location varying among species (Figure 3B).
These G islands have also been described for Drosophila species and have been associated
with the termination of mtDNA replication (Brehm et al., 2001) but not with conserved
motifs. The location of the conserved element (motif plus G island) varied among species

(Figure 3).
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Figure 3. A. Chrysomya-like organization of the CR showing gene duplication. The ellipse
with a G and an asterisk indicates a conserved element of the variable domain represented
above. B. Variations in CR organization showing tRNA duplication in Ca. dubia and P.
regina and the repeated fragments in Calliphora. The ellipse with a G but no asterisk
indicates G islands unassociated with the conserved motif. The position of the primer Cadu
that was used exclusively for Ca. dubia is also shown.

The variable domain of Ca. dubia had three fragments of 262 bp, 261 bp and 227
bp, which explained its greater length (Figure 3B). The first and second fragments shared
93.5% similarity, while the third fragment was 90.7% and 92.0% similar to the first and
second one, respectively. Such differences between fragments may be caused by the

accumulation of random deletions after the duplication. Interestingly, the variable domain
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of Ca. vomitoria also had a repeated fragment of 104 bp and 103 bp (Figure 3B) that shared
83.7% similarity. This fragment also showed high similarity with the repeated fragments of
Ca. dubia, e.g., the first copy of the repeated fragment of Ca. vomitoria was 73.7% similar
to the first copy of the repeated fragment of Ca. dubia, suggesting that this is a conserved
region of the variable domain in the genus Calliphora. The conserved element of the
variable domain of Calliphoridae is present in these repeated fragments, except in the last
repeated fragment in Ca. dubia, which although presents the G island, lacks the motif that
could be degenerated (Figure 3B).

Another peculiarity of the variable domain involved the species P. regina, Ca. dubia
and Chrysomya species. In Ca. dubia and in the five species of Chrysomya examined, the
variable domain was interrupted by a duplication of tfRNA™, while in P. regina the
duplication also included the tRNA™ gene (see section 3.3 for a detailed explanation and
Figure 3). Interestingly, the duplication did not interrupt the conserved element of the
variable domain in any species since it was located just after the conserved motif.

Although conserved regions were identified in this domain, the marked interspecific
variation in size and sequence did not allow a confident alignment because of the lack of
homology between nucleotide sites and therefore limited the usefulness of this domain for
phylogenetic studies. Such variation has also been reported for Drosophila species and
restricted the alignment to closely related species (Brehm et al., 2001). Nevertheless, the
variable size of the domain and the presence of sequence polymorphisms could be useful
for species identification and as potential markers for populational studies. Indeed, PCR-
RFLP analysis of this region has been used to identify screwworm species (Litjens et al.,

2001), and a recent study with Co. hominivorax populations indicated that polymorphism in
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the length of the CR and s#RNA region was a useful molecular marker for screening

intraspecific variation (Lyra et al., 2005).

3.2. tRNA genes

Comparison of the sequences flanking the CR, including those for fRNA™ (66 bp),
tRNA“" (69 bp) and tRNA* (19 bp), revealed that this region was highly conserved among
the blowflies analyzed. Although the occurrence of intergenic regions and overlaps varied
among species, two patterns of overlapping sequences were identified among the tRNA
genes: tRNAM (+ strand) overlapped tRNA" (- strand) by 1 bp and the latter gene

Ile

overlapped tRNA™ (+ strand) by 3 bp (see supplementary materials for comparison of the
tRNA cluster organization). In contrast, no patterns were observed among the intergenic
regions, which varied in size and nucleotide composition, although they did have a high
content of A+T.

Comparison of the ZRNA™ and tRNA®" genes of blowflies with those of Co.
hominivorax revealed substitutions in six calliphorid species: C. rufifacies, C.
megacephala, Ch. idioidea, H. flavifascies, H. segmentaria and L. eximia. Ten transitions
were identified at six sites, none of which occurred in the tRNA anticodon loop (see
supplementary material for illustrations). Interestingly, three sites — one in the DHU loop of
each tRNA and one in the TyC loop of tRNA®"— shared seven of these transitions and one
deletion, suggesting that these tRNA regions may be more susceptible to substitution
events. Intraspecific variation was observed at one of these sites: L. eximia from Rio

Grande do Sul had a substitution in the DHU loop of the tZRNA“" gene (also seen in H.

segmentaria) whereas L. eximia from Mogi Guacu had a sequence identical to that of Co.
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hominivorax. Hemilucilia segmentaria also had a A — G substitution in the acceptor stem

of its tRNA™ that resulted in wobble G-U pairing.

3.3. tRNA gene duplication and the CR as a hot spot for gene rearrangement

Duplication of the tRNA™ (Figure 3A) has previously been reported for three
Chrysomya species: C. megacephala, C. putoria and C. albiceps (Junqueira et al., 2004;
Lessinger et al., 2004). In this work, fRNA™ gene duplication was also found in C.
bezziana, C. rufifacies and Ca. dubia. A larger duplication involving the tRNA"™ and
tRNA“" genes was also found in P. regina (Figure 3B).

In Chrysomya species and Ca. dubia, the entire duplication occurred immediately
after the conserved element of the variable domain and included partial sequences of the

e gene that corresponded to the fRNA™ gene and the conserved

regions flanking the tRNA
domain of the CR (Table 4). The duplicated fragment in P. regina showed the same pattern,
occurring after the conserved element and embracing the regions flanking the fRNA“" and

Met

tRNA™ genes that corresponded to the fRNA™* gene and the conserved domain of the CR,

respectively. The duplicated tRNA genes were identical to their “original” copies in all of
the species. Chrysomya megacephala and C. rufifacies, in which the original tRNA™
differed from that of Co. hominivorax, also had the same substitutions in their duplicated
genes (see supplementary material for illustration). The only exception was P. regina from
California, for which only amplicon B was sequenced; this species had a single C — T
substitution in its duplicated tZRNA" gene compared to the “original” copy of the sample
from West Virginia. Since amplicon A was not recovered from the P. regina sample from

. . .. 1 .
California, its “original” fRNA™ sequence remains unknown. Conserved sequences such as

those seen in duplicated tRNAs were not seen on the bound regions of the duplicated
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fragments, which seem to be degenerated, being observed differences even among
individuals of the same species (e.g. C. megacephala and P. regina).

Molecular and morphological phylogenies (Rognes, 1997; Wells and Sperling,
2001; Harvey et al., 2003) indicate that the genera Chrysomya and Calliphora belong to the
subfamilies Chrysomyinae and Calliphorinae, respectively. The subfamily Chrysomyinae
also contains the genera Chloroprocta, Cochliomyia, Hemilucilia and Phormia. However,
of these genera, duplicated tRNAs were identified only in Phormia. This finding suggests
that gene duplication and genomic rearrangement occurred separately on three occasions: in
Ca. dubia, in P. regina and also before the divergence of Chrysomya. Since the duplicated
tRNAs were identical to their original copies, a mechanism for maintaining the
homogeneity of the two copies, such as concerted evolution, may be active in both copies
of the genes but not in the regions flanking the duplicated fragment; such a mechanism
could explain the degeneration observed. Concerning the substitution identified in the
duplicated fRNA" of P. regina from California, such mutation may have occurred in a
recent event so that homogenization may not have occurred yet if considering that the

original copy does not possess such substitution.
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Table 4. Characterization of the tRNA duplications and their flanking regions in the variable domain of the control region.

Duplication
Met IR or Overlap Gl IR or Overlap .
Species tRNA™® tRNA™™ tRNA™ Domain A  Total
tRNAMY/tRNAC™ tRNA"/tRNA"
C. albiceps - - 31 +2 66 15 114
C. bezziana - - 24 +4 66 15 108
C. megacephala - - 31 +4 66 15 116
C. putoria - - 19 0 66 15 100
C. rufifacies - - 31 -3 66 21 109
P. regina 16 +4 69 +7 66 12 174
Ca. dubia - - 29 -3 66 21 113

Note. (+) indicates Intergenic Region (IR) and (-) indicates overlapping.
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The region between the duplicated genes and the srRNA gene, referred to as the
Chrysomya intergenic region based on the analysis of three Chrysomya species (Junqueira
et al., 2004; Lessinger et al., 2004), was rich in A+T. However, comparison with the final
region of the variable domain in the 15 calliphorid species studied here suggested that this
region beyond the duplication was a continuation of the variable domain.

The gene arrangement observed here (a gene duplication inserted in the variable
domain) was not explained by the current models for mitochondrial rearrangements,
namely, tandem duplication followed by random loss caused by deletion, that may produce
two adjacent copies of a region but these copies will be necessarily adjacent (Moritz et al.,
1987); homologus recombination, which does not modify the original gene arrangement
(Tsukarnoto and Ikeda, 1998; Rokas et al., 2003); or intramolecular recombination, which
does not result in gene duplication (Lunt and Hyman, 1997). Our results provide additional
evidence for the illegitimate inter-mtDNA model (Shao et al., 2005). This model is based
on the presence of two mitochondrial genomes in which a double-strand fragment from one
mtDNA molecule is inserted into the second mtDNA molecule by end-joining repair to
produce a new genomic arrangement containing duplicated and separated sections. Since
the gene duplication in P. regina, Ca. dubia and the Chrysomya species occurred at the
same genomic location, the variable domain of the CR appears to be a hot spot for gene
rearrangements. The finding that the duplicated fragments always involved the tRNA
cluster formed by tRNAM?', t(RNA™ and tRNA™ probably reflects the observation that in all
of the calliphorid species studied, and in Drosophila species (Saito et al., 2005), the origin
of replication for the major strand in the CR was located upstream of the fRNA™ gene,
immediately adjacent to a T-strech. Transfer RNAs are structures known to form stem-and-

loop (Macey et al., 1997). According to the asymmetric replication model exemplified on
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Figure 4A, the synthesis of the major coding strand begins after 97% of the minor coding
strand has been synthesized, as occurs in Drosophila (Goddard and Wolstenholme, 1980).
This arrangement leaves the minor strand, i.e., the template for major strand synthesis,
single-stranded for a lengthy period. If, during this period, a stem-and- loop structure is
formed by any of the tRNA genes, the synthesis of the new strand may be interrupted and
the short fragment is cleaved (Figure 4B), giving rise to a fragment that could be inserted in
a hot spot region. Thus, for example, in a stem-and-loop formed by tRNA“", the excised
fragment contains part of the conserved domain and fRNA®" sequences and the complete
sequence of fRNA™, as occurs in Ca. dubia and Chrysomya spp. However, for a stem-and-
loop formed by tRNAY, the fragment contains the beginning of the CR, the complete

sequences of tRNA™ and tRNA™, and a partial tRNAM*' sequence, as seen in P. regina.

Figure 4. A. Asymmetric replication model of mtDNA, in which the synthesis of the minor
coding strand proceeds unidirectionally, and the synthesis of the major coding strand begins
after 97% of the minor coding strand has been synthesized, leaving the minor strand in
single-stranded form for a lengthy period (adapted from Goddard and Wolstenholme,

1980). B. Involvement of the tRNA cluster with gene duplication, by the formation of a
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stemrand-loop while the minor coding strand is in single-stranded form. This structure
could interrupt the replication of the mtDNA, and the fragment already replicated could be
cleaved and inserted in a hot spot region. Oy and Oy denotes the minor and major coding
strands origins of replication, respectively, and dashed lines represent the newly

synthesized strands.

4. Conclusions

The presence of CSBs in the conserved domain of calliphorid species and of
putative conserved structures, such as the stem-and-loop and T-stretches in both mtDNA
strands, in Diptera, Lepidoptera, Orthoptera and Plecoptera reinforce the hypothesis that the
CR is involved in the transcription and replication of the mitochondrial genome. As in
Drosophila spp., the origin of mtDNA replication in the Calliphoridae is probably located
in T-stretches within the conserved domain, which suggests that such an organization is a
conserved feature in Brachycera. The relationship between this CR domain and mtDNA
replication is reinforced by: (1) the presence of tandem replications in the variable domain
that may have originated from slipped-strand mispairing during replication of the minor
coding strand, and (2) the presence of duplicated fragments in Chrysomya spp., Ca. dubia
and P. regina that are copies of the tRNA cluster flanking the CR and the beginning of the
conserved domain; such fragments could have been synthesized during replication of the
major coding strand. In addition, the presence of CSBs in the conserved domain and the
high A+T content suggest that substitutions in the CR may not occur randomly even though
this is a non-coding region. An interesting and potentially useful feature for the
phylogenetic analysis of recently diverged taxa and for identifying calliphorid species was

the occurrence of variable regions interspersed between CSBs.
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Although the variable domain varied markedly in length, some conserved features
were identified. The occurrence of duplicated tRNAs in the same region of the genome in
five species of Chrysomya and in Phormia regina and Calliphora dubia, and the presence
of large tandem duplications suggest that the variable domain may be a hot spot for
evolutionary changes in organization. In addition, according to molecular and
morphological phylogenies (Rognes, 1997; Wells and Sperling, 2001; Harvey et al., 2003)
along with the two kinds of duplication with the same pattern identified, the duplication
may be indicative of convergence. The finding that only duplicated genes were conserved
and remained identical to the original genes whereas the regions flanking the duplicated
fragment were degenerated suggests that the duplicated copies may be under concerted
evolution.

The hypervariability in the length and content of the variable domain precludes its
use in phylogenetic analyses, although this region is a potentially useful marker for
studying population structure. In future work, it would be interesting to determine whether
the replicated fragments that show high similarity in the two Calliphora species examined
here also occur in other Calliphora species since this could provide insights into the origin
and evolution of the CR. Finally, additional characterization of the conserved regions in the
CR could be useful for designing primers similar to CR-B-VII and CR-B-VII-R that would

improve access to this region of mtDNA in calliphorids and other dipterans.
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Supplementary Table 1. Organization of tRNA gene clusters in calliphorid flies.

Species tRNA"/tRNA®™  Size (bp) tRNA""/tRNA"" Size (bp)
Chrysomya albiceps Overlap 1 IR 2
Chrysomya bezziana IR 7 IR 4
Chrysomya megacephala IR 8 IR 4
Chrysomya putoria IR 5 - -
Chrysomy rufifacies Overlap 1 Overlap 3
Calliphora dubia IR 8 Overlap 3
Calliphora vomitoria IR 9 Overlap 3
Chloroprocta idioidea Overlap 1 Overlap 3
Cochliomyia hominivorax IR 16 IR 13
Hemilucilia flavifascies Overlap 1 Overlap 3
Hemilucilia semidiaphana Overlap 1 Overlap 3
Lucilia eximia IR 7 Overlap 3
Lucilia sericata IR 5 Overlap 3
Phormia regina IR 4 IR 7

Note. (IR) indicates intergenic region.
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Supplementary Figure 1. Alignments and variations in the secondary structures of tRNA“" (Panel A) and (RNA™ (Panel B) in
calliphorid flies. For species that possess gene duplication, the gene copy from the tRNA cluster is denoted as 1. and the duplicated
copy as 2. The species Cochliomyia hominivorax was used as a model for the comparisons. The shaded sites indicate the position of
mutations in other calliphorid species. Note the occurrence of substitutions at the same site in different species, indicating that these
sites may be more susceptible to mutation. Also notice in species with duplicated genes the presence of substitution at the same site
in both tRNAs copies, suggesting concerted evolution. Species followed by a number designates different specimens. The X in the

Hemilucilia segmentaria t(RNA" structure in panel B represents a deletion.
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